ISSN 1023-2427 || 


PHYSICS OF THE ALIVE 


ФІЗИКА ЖИВОГО 


"Фізика живого" - теоретичне і науково-практичне видання, зорієнтовано на інформаційне 
сприяння розвиткові фізики живого, : 

Головним призначенням журналу є публікація статей та повідомлень, що виявляють тенденцію 
переходу від традиційної біофізики до підходів "фізики живого" Цей перехід грунтується на 
застосуванні синергетичних і квантових принципів у теоретичному опису живого на всіх рівнях 
його ієрархічної організації. | 

Журнал має міждисциплінарний характер і розрахований на спеціалістів у галузях теоретичної 
«фізики, біофізики, радіофізики, біології та медицини. Періодичність видання за рік один TOM. 

" 
Адреса редакції: 
Україна, 01033, м Київ, вул. Володимирська, 61-6, редакція журналу "Фізика живого". 
Електрона адреса: SITKO@I.KIEV.UA 


Видавець журналу -- Науково-дослідний центр квантової медицини "Відгук" Міністерства | 
охорони здоров'я України за сприяння Асоціації медичних фізиків України та Українського | 
біофізичного товариства. A 
Видається на кошти Міжнародного благодійного фонду Сергія Сітька. 

Свідоцтво про реєстрацію № 142 КВ від 18.10.93 р. 


The Aims and Scope ; 

This Journal is a theoretical, scientific and practical publication aimed at information assistance 

to the development of Physics of the Alive. 

It is expressly designed to publish articles and reports which describe the transition from traditional 
Biophysics to Physics of the Alive This approach is based on the application of synergetical and 
quantum mechanical principles to the theoretical description of life on all levels of its hierarchic 
organization. | 

This interdisciplinary edition is addressed to specialists іп the fields of physics, biophysics, 
radiophysics, biology and medicine. 


The Journal is published by Scientific Research Center (SRC) "Vidhuk" of the Ministry of Public 
Health of Ukraine (Kiev, Ukraine). The Editor is helped by members of the Association of Ukrainian 
Medical Physics and Ukrainian Biophysical Society. 

Edition is realized at the expense of International Charity Fund of Sergei Sit'ko. 


Mail Address: EE. 
SRC "Vidhuk " 6J-B, Volodymyrska St, Kiev 01033, Ukraine 
E-mail: sitko@i.kiev.ua 


Всі права застережені. Жодна частина цього видання ні в якій формі і жодним способом 
(електронним, у вигляді фотокопії, магнітного запису або якимось іншим) не може бути 
відтворена, записана або передана без письмового дозволу видавця. 


© 2001 "Vidhuk" АП rights reserved. No part of this publication may be reproduced or utilized in any 
means, electronic or mechanical, including photocopying, or by any information storage or retrieval sys- 
tems, without written permission of the Publisher. 


Підписано до друку 25.05.2002 за рекомендацію Вченої ради НДЦ KM «Відгук" 
Формат 70x108, /16 Друк офс. Папір офс. № 1 Обл. вид. арк. 11,5 . 
Ум-друк. арк. 11,2 Тираж 500 прим. А 


ISSN 1023-2427 © 2001. "Vidhuk". 


* 


(Biophysics and Beyond) 


| Фізика живого 
‚ (Біофізика і далі) 


scientific and practical publication 


i теоретичне і науково-практичне видання 


Editor-in-Chief: 
Prof. S.P. Sit'ko 
Scientific Research Center of the Quantum 
Medicine "Vidhuk" 


Editor Board 

Prof. О.У. Chaly 

Prof. L.S. Dobronravova 
(associate editor) 

Prof. Yu.B. Gaididei 
Prof. E.M. Gorban 

Prof. D.M. Govorun 
Prof. M.E. Dzerjinskyy 
Prof. V.M. Elskiy 

Prof. A.S. Efimov 

Dr. M.M. Kosytskyy 
(associate editor on staff) 
Prof. M.P. Lysytsa 

Prof. M.Yu. Makarchuk 
Prof. M.S. Miroshnichenko 
Prof. О.О. Shalimov 
Prof. M.F Shuba 

Prof. V.Yo. Sugakov 
Prof. V.L. Zyma 


International Editorial Board: 

Prof. M.A. Fadel 

Cairo University, Egypt 

Prof. E. Del Giudice 

Milan University, Italy 

Prof. Е. Kaiser 

Institute of Applied Physics, 
Darmstadt, Germany 

Dr. G. Konig 

Wien University, Austria 

Prof. M. Milany 

Milan University, Italy 

Prof. L.N. Mkrtchian, 

Academy of Medical Sciences, Armenia 
Prof. Frank Rattay 

Technical University, Wien, Austria 
Prof. V.V. Stjopin 

Institute of Philosophy, Moscow, Russia 
Prof. G. Vitiello 

Salerno University, Italy 


i Головний редактор: 

| Професор С.П. Сітько 

i Науково-дослідний центр квантової 
ї медицини "Відгук" 


Редакційна колегія 

i Професор І.С. Добронравова 

(заступник головного редактора) 

i Професор, д.ф-м.н. Ю.Б. Гайдідей 

| Професор, д.м.н. Є.М. Горбань 

i Доктор біолог. наук Д.М. Говорун 

i Професор, д.б.н. М.Е. Дзержинський 

i Чл.кор.АМН України д.м.н.В.М. Єльський 


Акад. НАН та АМН України А.С. Єфімов 
Професор, д.б.н. В.Л. Зима 

Кандидат біолог. наук М.М. Косицький 
(штат. заступник головного редактора) 
Академік НАН України М.П. Лисиця 
Професор, д.б.н. М.Ю. Макарчук 
Професор, д.б.н. М.С. Мірошніченко 
Професор В.Й. Сугаков 


i Професор О.В. Чалий 
i Акад. НАН та АМН України О.О. Шалімов 
| Академік НАН України д.м.н. М.Ф. Шуба 


| Міжнародна Редакційна Рада: 

i Професор Дж. Вітієло 

i Салернський університет, Італія 

i Професор Е. Дел Джудич 

i Міланський університет, Італія 

| Професор Ф. Кайзер 

i Інститут прикладної фізики, 

i Дармштадт, Німеччина 

| Доктор Г. Кьоніг 

i Віденський університет, Австрія 

і Професор М. Мілані 

i Міланський університет, Італія 

i Професор, д.м.н. Л.Н. Мкртчан 

| Академія медичних наук, Вірменія 
i Професор Ф. Реттей 

Ї Технічний університет, Австрія 

| Професор В.В. Стьопін 

i Інститут філософії, Москва, Росія 
i Професор М.А. Фадел 

| Каїрський університет, Єгипет 


ЗМІСТ 


КВАНТОВА ФІЗИКА ЖИВОГО ТА ЇЇ ТЕОРЕТИЧНІ ОСНОВИ 


Вплив малих доз нейтронів на структурні властивості гемоглобіну у 
морських свинок (дослідження in vivo та in vitro) 


М. Алі Фадель, X.I. Абдель Baim, А. Абдель Хафет ................ sss 7 
Моделювання впливу електромагнітного випромінювання на живі системи 
нелінійним резонансним тунелюванням В.М. Єрмаков, О.О. Понежа ......... 16 


Ефект "електросну" у пацюків під дією КВЧ електромагнітного 
випромінювання, модульованого частотами А-ритму головного мозку 


Т.І. Субботіна, О.О. Яшин .............. нн нання 26 
БІОФІЗИКА 

Модифікація рідинно-кристалічної структури бімолекулярних мембран 

М -оксид-2,4-лутидином (івіном) А.В. Бичко, В.К. Рибальченко ...................... 31 


Динаміка скорочення ізольованого м'язового волокна жаби 
при високочастотній модульованій стимуляції 


М.С. Мірошниченко, Д.М. Ноздренко, Г.А. Залоїло ........ eee 41 
Вплив температури на концентрацію вільного кальцію |Са"|, i [pH], в 
тимоцитах В.Л. Зима, Ю.В. Семенов, В.В. Ганчурін ooon 49 


Вивчення впливу міліметрового випромінювання 

на реакцію бактеріальної клітини у присутності ціаніду 

В.І. Подольська, Г.В. Понежа, Л.М. Якубенко, Т.Г. Грузіна, Н.І. Грищенко ....56 
Дослідження гетероасоціації ароматичних молекул антибіотиків 

і мутагенів у водному розчині методом 'Н-ЯМР спектроскопії 

Д.О. Веселков, В.В. Кодинцев, М.П. Євстигнєєв, Д.Б. Девіс, 0.Н. Веселков ..66 


Спонтанна активність пейсмейкерних клітин 
Ю.М. Левчук, А.О. Пінчук, Н.В. Чепелевська, Н.Г. Шкода ................ eene 77 


МЕДИКО-БІОЛОГІЧНІ ЗАСТОСУВАННЯ 


Ефект впливу ДВЧ-опромінення і механохімічно активованого 
доксорубіцину при фізіологічній температурі на ДНК 

та культуру клітин карциноми молочної залози людини MCF7 

В.Е. Орел, Н.М. Дзятковська, В.А. Зінченко, М.Й. Данко, Я.Б. Вербій, 

Ю.Р. Мединець, А.В. Романов, Ю.Г. Мельник eere 89 


Від'ємні (зворотні) потоки міліметрового електромагнітного 
випромінювання у лікуванні деяких неврологічних захворювань 

В.М. Кузьменко, Г.В. Понежа ........... нн нання 96 
Іридодіагностика як інформативний метод для застосування мікрохвильової 
резонансної терапії у лікуванні остеохондрозу 

І.В. Рой, І.В. Федотова, Т.Є. Русанова ............ esee nennen 100 
Теоретичні та прикладні аспекти застосування диференційної НЗВЧ- 
рефлектрометрії у діагностиці атеросклерозу Г.А. Іванченко, 

В.М. Кузьменко, Т.В. Завальська, А.В. Івановська, Б.Ф. Рудько .................... 105 


Біохімічне обгрунтування використання мікрохвильової резонансної терапії 
при гастродуоденальній патології 
П.П. Чаяло, Б.П. Грубник, В.А. Куценок ............. а 113 


Умови передплати 
Інформація для авторів 


СОДЕРЖАНИЕ 


КВАНТОВАЯ ФИЗИКА ЖИВОГО И ЕЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 


Влияние малых доз нейтронов на структурные свойства гемоглобина у морских 
свинок (исследования in vivo и in vitro) 


М. Ми Фадель, Х.И. Абдель Баит, А. Абдель Хафет ................. esses i 
Моделирование воздействия электромагнитного излучения на живые системы 
нелинейным резонансным туннелированием В.Н. Ермаков, Е.А. Понежа ......... 16 


Эффект "электросна" у крыс при воздействии КВЧ электромагнитного 
излучения, модулированного частотами Д-ритма головного мозга 


Т.И. Субботина, А.А. Яшин iiiter tentent nennen 26 
БИОФИЗИКА 

Модификация жидкокристаллической структуры бимолекулярных мембран 
М-оксид-2,4-лутидином (ивином) А.В. Бычко, В.К. Рыбальченко ........................ 31 


Динамика сокращения изолированного мышечного волокна лягушки при 
высокочастотной модулированной стимуляции 


Н.С. Мирошниченко, Д.Н. Ноздренко, И.А. Залоило ....... нн ння 41 
Влияние температуры на концентрацию свободного кальция [Ca]; и [pH]; 
в тимоцитах В.Л. Зима, Ю.В. Семёнов, В.В. Ганчурин ............ нан 49 


Изучение влияния микроволнового излучения на реакцию 
бактериальной клетки в присутствии цианида 
В.И. Подольская, Г.В. Понежа, Л.Н. Якубенко, Т.Г. Грузина, Н.И. Грищенко 56 


Исследование гетероассоциации ароматических молекул антибиотиков и 
мутагенов в водном растворе методом 1Н-ЯМР спектроскопии 
Д.А. Веселков, В.В. Кодинцев, М.П. Евстигнеев, Д.Б. Дэвис, А.Н. Веселков ...66 


Спонтанная активность пейсмейкерных клеток 
Ю.Н. Левчук, А.О. Пинчук, Н.В. Чепелевская, Н.Г. Шкода ................ ss 77 


МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРИЛОЖЕНИЯ 

Зффект влияния ОВЧ-облучения и механохимически активированного 
доксорубицина при физиологической температуре на ДНК и культуру клеток 
карциномы молочной железы человека MCF7 

В.Э. Орел, Н.Н. Дзятковская, В.А. Зинченко, М.И. Данко, Я.Б. Вербий, 

Ю.Р. Мединец, А.В. Романов, Ю.Г. Мельник .......... "PEE 89 


Отрицательные (обратные) потоки миллиметрового электромагнитного 
излучения в лечении некоторых неврологических заболеваний 

B.M. Кузьменко, T.B. Поне иле ИН 96 
Иридодиагностика как информативный метод для применения 
микроволновой резонансной терапии в лечении остеохондроза 

И.В. Рой, И.В. Федотова, Т.Е. Русанова .......... еее нн 100 
Теоретические и прикладные аспекты использования дифференциальной 
КВЧ-рефлектометрии при диагностике атеросклероза H.A. Иванченко, 

В.М. Кузьменко, Т.В. Завальская, А.В. Ивановская, Б.Ф. Рудько .................. 105 
Биохимическое обоснование применения микроволновой 


резонансной терапии при гастродуоденальной патологии 
П.П. Чаяло, Б.П. Грубник, В.А. Куценок ..... „ен е 113 


Условия подписки 
Информация для авторов 


CONTENTS 


QUANTUM PHYSICS OF THE ALIVE AND ITS THEORETICAL FOUNDATION 


Effect of low level neutron doses on the structural properties of guinea pig 
hemoglobin (in vivo and vitro studies) 


Fadel М. Ali, H.E. Abdel Baieth, A. Abdel Hafeth ......... г 7 
Modeling of microwave radiation action on alive systems by nonlinear resonant 
tunneling V.N. Ermakov, Е.А. Ponezha ........... она 16 


Effect of "electrodream" of rats by influence of EHF electromagnetic radiation 
modulated by frequencies of A -rhythm of a head brain 


TA; Subba A. A: YASIR sio etui utet e iere 26 
BIOPHYSICS і 
Modification ої liquid-crystalline structure of bimolecular membranes 

by N-oxide-2,4-Lutydin (ivin) A.V. Bychko, Г.К. Rybalchenko ............................ 31 
Contraction dynamics of the isolated frog muscule fibre at the high-frequency 
modulated stimulation N.S. Miroshnichenko, D.N. Nozdrenko, Г.А. Zaloilo .......... 41 
Effect of temperature on the free calcium concentration [Ca]; i [pH]; 

in thymocytes V.L. Zyma, Yu.V. Semenov, V.V. Ganchurin .......................... sss 49 


Study of influence caused by microwave radiation on a bacterial 
cell's reaction in the presence of cyanide Г.Г. Podolskaya, С.Г. Ponezha, 
L.N. Yakubenko, T.G. Grusina,N.I. Grishchenko ..................... essen 56 


'H-NMR study of hetero-association of aromatic drug and mutagen molecules 
in aqueous solution D.A. Veselkov, V.V. Kodintsev, М.Р. Evstigneev, 


D: B. Daviess A.N." Veselkoy: оен вана ання 66 
Spontaneous Activity of Pacemaker Cells Yu.N. Levchook, А.А. Pinchuk, 
N.V. Chepelevskay, М.С. Shkoda ................... eese eene 77 


MEDICAL AND BIOLOGICAL APPLICATIONS 


Effect of VHF-irradiation and mechanochemically activated doxorubicin 
at physiological temperature on DNA and human breast cancer cell 
line МСЕ? culture V.E. Orel, М.М. Dzyatkovskaya, Г.А. Zinchenko, 


М.І. Danko, Ya.B. Verbiy, Yu.R. Medinets, A.V. Romanov, Yu.G. Mel'nik ........... 89 
Negative (reverse) fluxes of mm-electromagnetic radiation used in the 
treatment of some neurologic diseases V.M. Kuzmenko, G.V. Ponezha ................. 96 


Iridodiagnostic as information method for application of microwave resonance 
therapy in treatment of osteochondritis 7. V. Roy, I.V.Fedotova, Т.Е. Rusanova ....100 
Theoretical and applied aspects of the differential MMW-reflectometry in 

the atherosclerosis diagnostics Г.А. Ivanchenko, V. M. Kuzmenko, T.V. Zavalska, 
АИ Рапоузка, В.Е. Rud ko. „гадо eee een nnne non oae nue de ea aea ns 105 
The Biochemical substantiation of application of Microwave Resonance 
Therapy in Case ої Gastroduodenal Pathology 

Р.Р. Chayalo, В.Р. Grubnik, V.A. Kutsenok ........ го 113 


Subscription Rates 
Information for authors 


— КВАНТОВА ФІЗИКА ЖИВОГО ТА ЇЇ 
ТЕОРЕТИЧНІ ОСНОВИ 


COMMENTS 


ON THE PAPER "EFFECT OF LOW LEVEL NEUTRON ON THE STRUCTURAL 
PROPERTIES OF GUINEA PIG HEMOGLOBIN (IN VIVO AND VITRO STUDIES)" 
FADEL M.ALI, H. Е.АВРЕЇ, ВАТЕТН*, A.ABDEL HAFETH**. 

Cairo University, Faculty of science, Biophysics Department. 

*Zagazig University, Benha Branch. Faculty of science, Physics Department 
**National Institute for Standards. 


At the first sight, the hereby article is not within the scope of "Physics of the 
Alive", at least to the extent needed to be published under the heading "Quantum 
physics of the Alive and its theoretical foundation". However, Chernobyl catastrophe 
of 1986 revealed certain unpredictable properties of radioactive irradiation in its influ- 
ence on the living systems. As a consequence, the relative studies were included into 
"Otklik's" scientific program, having been under way since 1986 to 1989 under the 
aegis of the State Committee of the USSR on science and engineering and Presidium 
of the Academy of Sciences of USSR. 

The most unexpected result of the investigations was an extremely violent reac- 
tion of an organism to the extremely low doses of nuclear irradiation, the more so in 
case of their action upon biological active points. It is worth noticing Ша: we speak 
about the radiation levels many orders of magnitude lower than the level of dosi- 
metric limits adopted in the world practice. 

The results of the researches headed by Prof. G. A. Prokopets (Kiev state T. 
Shevchenko University) were presented in Proceedings of all-Union symposium with 
international participation that was held in May 10-13, 1989 in Kiev as a report about 
fulfillment of the "Otklik" program. The report was titled "Responses of animals 
organisms to the action of low-intensity nuclear radiation upon biologically active 
loci", the names of the authors were I. N. Shevchenko, G. A. Prokopets, O.N. 
Golodnyak, A. P. Atroshchenko, Z. I. Zagorujko (pp. 185-187). 

The scientists have come to the conclusion that phenomenon of harmful effect 
of low radiation doses may be explained within the framework of the ideas of physics 
of the alive as a reduction of coherence level of an organism's electromagnetic eigen- 
field Ly way of stochastic influence on its sensitive loci of electromagnetic compo- 
nent of the secondary processes of interaction between a body and radioactive irra- 
diation. 

Proceeding from the aforesaid, the editorial board believes it expedient to return 
to the subject concerned with the influence caused by low radiation doses and to pub- 
lish the paper of Egyptian colleagues in the first section of the journal. 


Editor-in-Chief 
of "Physics of the Alive" Journal S. P. Sit'ko 
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ДО СТАТИ “ВПЛИВ МАЛИХ ДОЗ НЕЙТРОНІВ НА СТРУКТУРНІ ВЛАСТИВОСТІ 
_ ТЕМОГЛОБІНУ У МОРСЬКИХ СВИНОК (ДОСЛІДЖЕННЯ IN VIVO ТА IN VITRO)” 


ФАДЕЛЬ М. АЛІ, Х.І. АБДЕЛЬ БАП, А. АБДЕЛЬ ХАФЕТ 


На перший погляд стаття, про яку йде мова, не має відношення до 
«Фізики живого", принаймні в тій мірі, щоб друкуватися в рубриці "Квантова 
фізика живого та її теоретичні основи." Але Чорнобильська катастрофа 1986 р. 
виявила деякі непередбачувані властивості радіоактивного опромінення в йо- 
го дії на живі системи. Внаслідок цього відповідні дослідження були включені 
в наукову програму "Отклік", яка виконувалась з 1986 по 1989 рік під егідою 
Державного комітету СРСР з науки і техніки та Президії АН СРСР. 

Найбільш несподіваним результатом досліджень виявилась надзвичайно 
гостра реакція організмів на наднизькі дози ядерних опромінень особливо в 
випадках їхньої дії на біологічно активні точки. Важливо підкреслити, що мо- 
ва йде про рівні радіації на багато порядків нижчих за рівень прийнятих в сві- 
ті дозиметричних меж. 

Результати цих досліджень, які проводились під керівництвом 
проф. Г.О. Прокопця (Київський держуніверситет ім. Т. Шевченка) були пре- 
дставлені в Працях Всесоюзного симпозіума з міжнародною участю, який від- 
бувся в Києві 10--13 травня 1989 року як звіт виконання програми "Отклік". 
Доповідь мала назву (рос. мова) "Реакции организма животньх при воздейст- 
вии ядерных излучений низкой интенсивности на биологически активные ло- 
кусы”, автори “И.Н. Шевченко, Г.А. Прокопец, О.Н. Голодняк, А.П. Атро- 
щенко, Л.И. Загоруйко” (ст. 185-187). 

Науковці прийшли до висновку, що феномен шкідливої дії низьких доз 
радіації може найти пояснення в межах уявлень фізики живого як зменшення 
рівня когерентності власного електромагнітного поля організму шляхом стоха- 
стичного впливу на його чутливі точки електромагнітних складових вторинних 
процесів взаємодії радіоактивного опромінювання з тілом. 

Саме з огляду на викладене редколегія вважає доцільним повернутися до 
питання впливу малих доз радіації і друкує статтю єгипетських колег в І роз- 
ділі журналу. 


Головний редактор журналу 
“Physics of the Alive” С.П. Сітько 
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Abstract: The effect of low level doses of fast neutrons from :"Ат-Ве source on 
the structural properties of hemoglobin extracted from the blood collected from 
the irradiated guinea pigs to doses in the range 5 to 50 mSv were studied. The 
delayed effects of neutrons were also investigated for animals 60 days post the end 
of irradiation. The absorption spectra in the wavelength range 300—700 nm and 
dielectric relaxation spectra for the hemoglobin in the frequency range 500 Hz— 
4 MHz were studied. The molecular diameter (r), relaxation time (t), dielectric 
increment in the (В) region (Ae’) and colecole parameter (о) were calculated from 
the dielectric spectrum data. The R.B.Cs counts were measured for all animal 
groups. The results indicated that exposures of the animals to the neutron doses 
demonstrated, which are within the limits recommended by the ICRP-60 (1991) 
resulted in pronounced changes in the molecular structure of the hemoglobin 
extracted from the collected blood, without measurable changes in the R.B.Cs 
counts and absorption spectra. Moreover, late effect studies indicated the injury 
of the blood generating system as a result of neutron effects on the animals. 


Introduction 


The growing uses and production of neutrons in several industrial and medical 
applications resulted in the increase of the number of individuals exposed to fast neu- 
trons. These exposures require the presence of efficient dosimetry system for both 
personal and working areas (Rannou et al.1998, Alberts 1999, Griffth 1992, Wernli 
et al. 1996) 

The problem of neutron dosimeters is fully complicated since available dosime- 
ters are sensitive to detect thermal and fast neutrons only. Intermediate and reso- 
nance neutrons lie in the dark area of detection in spite of having more than four 
times fold the value of the biological effectiveness of thermal and fast neutrons 
(NRPB1997,Piesch&Bugkhardt 1988). 

Onethird point is the consideration of the rotein counts of the red blood cells 
R.B.Cs for evaluation of the radiation injury. Red blood cells carry certain metabol- 
ic functions that are vital to all human organs. Changes in either cellular membrane 
or hemoglobin structure will be directly reflected on R.B.Cs metabolic functions and 
will lead to anemic diseases. Routine counting of the R.B.Cs may be misleading when 
the R.B.Cs are injured by nuclear radiation that affects their metabolic functions. 

Therefore, the aim of the present work is to study the changes in the molecu- 
lar structure of hemoglobin extracted from the collected blood from guinea pigs after 
being exposed to different doses of fast neutrons within the lower limits recom- 
mended by ICRP 60 (1991). 
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The study is also concerned with the delayed effects of exposures to fast neu- 
trons which will reflect the degree of injury to the blood generating system. One more 
question will be discussed here in this work: Is it possible to use these data for bio- 
logical neutron dosimeters? 


Materials and Methods 


Seventy-eight Male guinea pigs of average body weight 350 +50 gm and age 12 
to 15 weeks were used in the present work. The animals were divided into four groups 
namely A, B, C and D. Animals of group A (six aulimals) were used as control. Group 
B animals was divided into four subgroups namely B,, В», В; and B,, each was of six 
guinea pigs and were irradiated with neutron doses 5,10,20 and 50 mSv respectively. 
Group C animals were divided into four subgroups namely C,, С», C4, and C4 
received similar doses as the subgroups of B and were used for delayed effects stud- 
ies. Group D (six animals) was used for in vitro studies and the blood was collected 
and directly irradiated with similar neutron doses (as for group B). In all experiments 
the blood samples were collected on heparinized capillary tubes from the eye vein of 
the animals. The hemoglobin (Hb) was prepared by a modification of the method 
cited by Trivelli et al (1971). 

Neutrons from *'AmBe source of activity 0.188 TBq manufactured by Monsanto 
Co. in USA was used for irradiation of the animals. At the locations where the ani- 
mals were irradiated with neutrons, the irradiation doses were measured through the 
use of previously calibrated thermoluminscence (TL) and CR39 nuclear track detec- 
tors in addition to a neutron monitor type NM2 manufactured by Nuclear Interprises 
in UK. АЦ animals were exposed to neutrons at constant dose rate. 

Dielectric measurements were made in the frequency range 500 Hz 4 MHz 
using LCR HI tester bridge type 3532, HIOKI E.E corporation, Japan, with a sam- 
ple cell type PW 9510/60 manufactured by Philips. The sample cell has two squared 
parallel platinum black electrodes of area 0.8x0.8 cm? each with an interelectrode dis- 
tance of 1 cm. The cell with hemoglobin samples was kept at 14+0.1°С. The tem- 
perature of the hemoglobin samples were kept fixed during measurements through the 
use of a temperaturecontrolled incubator, type 2771 Kottermann, in Germany. The 
hemoglobin samples collected from each group were added together and the run for 
dielectric spectrum was measured five times. The avarege values with statistical error 
were considered. 

The relative permittivity 3 of the hemoglobin sample was calculated at each fre- 
quency by using the relation 


£'-Cd/ Ag (1) 
where, C is the measured capacitance of the sample in farad, d is the inter- 
elecctrode distance, A is the area of the cell electrode and еп is the permittivity of 


free space. The loss tangent tan д, the dielectric loss Эг and the a.c conductivity y 
were calculated from the relations (Gabriele et al, 1996). 


tan 6= 1 / 27 £R:.C (2) 
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Figure (1): The variation of є" as a function of log f for hemoglobin from control and irra- 
diated with 5,10,20 and 50 mSv respectively. 


є" —g'-tanó (3) 
с = 2m fe’ ‘£ (4) 


where f is the frequency and К is the measured resistance of the sample in ohms. 
It is convenient to use the conductance S, rather than the actual conductivity y 
through the use of the relation: 


5 =с/5 (5) 
The relaxation time т was calculated from the relation 


УИ, (6) 

where f, is the critical frequency corresponding to the midpoint of the disper- 
sion curve. The molecular radius of the hemoglobin molecule was estimated from the 
equation of Stock’slaw for rotating sphere (Deby, 1929). 


t =1 / 4r R^n/ KT (7) 
where n is the viscosity of the hemoglobin solution in Poise, г is the radius of 


the sphere, K is Boltzmann constant and T is the temperature. The molecular dipole 
moment и can be calculated from Grandoflo et al (1983) 


ше2є M-KT:Ae' / Ме (8) 


where M is the molecular weight of hemoglobin in dalton, N is Avogadro's 
number and c is the concentration of hemoglobin solution and ДЭ is the dielectric 
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Figure (2): The variation of 5’ as a function of (log f) for Hb of Guinea pigs 60 days post ir- 
radiation with 5,10,20 and 50 mSv. 


increment (Grant 1983). Hemoglobin absorption spectrum in the range 300700 nm 
was measured using a spectrophotometer type 930 manufactured by UVIKON in 
Japan. The R.B.Cs counts were investigated for all animal groups. 


Results and Discussion 


Figures (1), (2) and (3) show the variation of =’ as a function of log frequency 
for the hemoglobin from groups A&B, A&C and A&D respectively. The results indi- 
cate a dielectric dispersion in the В region for hemoglobin molecules from each group 
in the frequency range 105 to 10’ Hz. These results confirm those previously report- 
ed by Grant 1983, Foster and Schwan 1996 for hemoglobin molecules. 


Table 1: Variations of radius, relaxation time, Cole — Cole parameter and dielec- 
tric increment for Hb samples. 


| Dose 

| equivalent r (nm) т (us) а ДЕХ 10 

| (m$) 1 

| Control 0 63842001 | 7956+0.024 | 0.05 | 4.995 +0.09 
VERS 5 5.92910.06 | 03660012 | 0.028 | 122414026 | 
aos IO | 4.023:0.04 | 198940041 | 0.133 | 27.651+0.32 

| Sect 20 4.83940.03 | 2.652+0.032 | 0.156 | 34.040+0.35 

| SHset 50 7.029+0.05 | 10.610+0.023 | 02 | 9242x022 

| 5 4.706+0.03 | 3.183+0.041 | 0.033 | 24.866+0.42 
Neutrons 10 | 54991004 | 5.07940.024 | 0.022 | 34.6032 0.39 
ate effect 20 | 5.069002 | 3.978:0031 | 0.022 | 32.101+0.25 

| 50 4.428+0.02 | 2.652+0.042 | 0.022 [33.581+0.42 

| 5 6.386+0.07 7.957+0.023 | 0.022 | 9.786+0.23 
Neutrons 10 | 5.06940.05 | 3.978:0.038 | 0.011 | 43.909+0.67 

| In vitro 20 47059004 | | 318340027 | 0.139 | 38.279+0.01 

| 50 5.579+0.02 | 5.305 +0.03 | 0.020 | 40.061+0.31 | 
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Figure (3): The variation of =’ as a function of log f for Hb of Guinea pigs irradiated in vitro 
with 5,10,20 and 50 mSv. 
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Figure (4): The variation of the electric conductivity as a function of log f for Hb of irradi- 
ated with 5,10,20 and 50 mSv. 


Figures (4),(5), and (6) show the variation of S as a function of frequency for 
hemoglobin samples from groups A, B, C and D respectively. 

Figure (7),(8) and (9) show the variation of є" as a function of log frequency 
for samples from groups A,B,C and D respectively. The results indicate a peak for 
the dielectric loss at specific frequency of the applied field which is shifted to high- 
er frequencies for irradiated animals with fast neutrons. 

It is clear from the two sets of figures 1,2,3 and 4,5,6 that any decrease in the 
permitivity with frequency is accompanied with an increase in y which is considered 
as a consistancy test for the data (Shwan& Foster 1996). 

The values of the molecular radius (г nm), relaxation time (т us), ColeCole 
parameter o. and dielectric increment in the В region ( Ag’ = є", - £',) for control 


and exposed animals were calculated and listed in table 1. 
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Figure (5): The variation of conductivity as a function of log f for Hb of Guinea pig 60 days 
post irradiation with 5,10,20 and 50 mSv. 
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Figure (6): The variation of conductivity as a function of log f for Hb of Guinea pigs irradi- 
ated in vitro with 5,10,20 and 50 mSv. 


The measured increase in the values of o for Hb molecules from groups B and 
C animals indicate the increase of charge carrier intensity in the samples following 
irradiation with fast neutron doses. One may findout from the measured and calcu- 
lated data in table (1) that Hb molecules suffered structural changes resulting from 
irradiation with fast neutrons. These changes are mainly due to the mechanism of 
interaction of neutrons with biologically active macromolecules. When a fast neutron 
passes through a biological system, it will interact with certain nuclei forming the 
backbone of the macromolecule, mainly through elastic collision, sharing part of their 
energies to the recoiled nuclei. These highly energetic nuclear recoils will migrate 
within the macromolecule net work causing further recoil processes and rupture of 
chemical bonds, which will lead to the formation of free radicals and highly active 
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Figure (7): The variation of dielectric loss є" as a function of log f for Hb of Guinea pig for 
control and direct irradiated with 5,10,20 and 50 mSv. 
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Figure (8): The variation of dielectric loss £" as a function of log f for Hb of Guinea pig 60 
days post irradiation with 5,10,20 and 50 mSv. 


sites. These active sites may recombine again at random with macromolecules form- 
ing new molecular configurations with new species. All these interactions will cause 
changes in the molecular dimensions (radius), relaxation time and charge distribution 
among the whole macromolecules. 

All these changes may cause changes in the dipole moment of the macromole- 
cule, which can be represented by the values of the dielectric dispersion (Ae'). 

The shift of the dielectric loss peak (figure 7) for hemoglobin from irradiated ani- 
mals towards higher frequencies indicate that lower molecules with lower weights are 
resonating at the peak frequency which resulted from the neutron damaging process. 
The increase of the dielectric dispersion (Ac’) for the hemoglobin from irradiated ani- 
mals as compared with control indicate the increase of the electric charge on the 
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Figure (9): The variation of dielectric loss є" as a function of log f for НЬ of Guinea pigs іг- 
radiated in vitro with 5,10,20 and 50 mSv. 


macromolecules as a result of irradiation. Therefore, one may conclude that the direct 
effect of irradiation of animals with fast neutrons resulted in fragmentation of the 
macromolecules in addition to the formation of newly active sites. 

One more point is that, late effect studies of Hb extracted from the collected 
samples from group C, two months post exposure of the animal,indicate that the 
blood generating system is injured. This analyses is based on the measured data for 
group C samples, since the life span of the RBCs of rats is about 50 days and what 
is measured is the newly generated blood. 

In vitro studies indicated lower changes in the Hb structure as a result of sim- 
ilar neutron doses. This result is expected due to the role of oxygen content in the 
sample which will be minimum in vitro and maximum in vivo. It is well known that 
oxygen recombine with the formed free radicals and decreases the chance of the 
recombination reactions following irradiation with neutrons to occur. 


Conclusion 


It may be concluded from the present findings that exposures to neutrons doses 
below limits recommended by ICRP 60 are biologically toxic. The poor possibility of 
repair adds an important parameter for the evaluation of radiation. Therefore, it 
seems necessary to revise the dose limits recommended by the ICRP based on molec- 
ular level and the delayed effect of radiation. Blood counting used, as a marker to 
radiation injury is a misleading technique. 


ВПЛИВ МАЛИХ ДОЗ НЕЙТРОНІВ HA СТРУКТУРНІ ВЛАСТИВОСТІ ГЕМО- 
ГЛОБІНУ У МОРСЬКИХ СВИНОК (ДОСЛІДЖЕННЯ IN VIVO TA IN VITRO) 
ФАДЕЛЬ М. АЛІ, Х.І. АБДЕЛЬ BAIT, А. АБДЕЛЬ ХАФЕТ 

Вивчався вплив невеликих доз нейтронів від джерела *'Am-Be на структурні 


властивості гемоглобіну, одержаного з крові, взятої в опромінених морских свинок. 
Діапазон доз від 5 до 50 mSv. Досліджувався також ефект уповільненого впливу 
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нейтронів на тварин через 60 днів після опромінювання. Проаналізовано спектри 
поглинання у діапазоні довжин хвиль 300--700 нм та спектр діелектричної релаксації 
для гемоглобіну у частотному проміжку 500 Hz — 4 MHz. Молекулярний діаметр (г), 
час релаксації (т), діелектричний інкремент (В) в зоні (Ae) та параметр (а) 
обчислювалися на основі даних діалектричного спектра. Для груп тварин 
вимірювалися показники R, В, С. Результати свідчать, що опромінювання тварин 
дозами нейтронів, розташованих у межах, рекомендованих 1СКР-60 (1991), спричиняє 
помітні зміни у молекулярній структурі гемоглобіну, виділеного із взятої крові, без 
будь-яких істотних змін В.В.С. підрахунку і спектра поглинання. Більше того, останні 
дослідження цього ефекту свідчать про пошкодження системи кровотворення 
внаслідок впливу нейтронів на тварин. 


ВЛИЯНИЕ МАЛЫХ ДОЗ НЕЙТРОНОВ НА СТРУКТУРНЫЕ СВОЙСТВА ГЕМО- 
ГЛОБИНА У МОРСКИХ СВИНОК (ИССЛЕДОВАНИЯ IN VIVO И IN VITRO) 


ФАДЕЛЬ М. АЛИ, Х.И. АБДЕЛЬ БАИТ, А.АБДЕЛЬ ХАФЕТ 


Изучалось воздействие небольших доз нейтронов от источника З"'Ат-Ве на 
структурные свойства гемоглобина, полученного из крови, взятой у облученных 
морских свинок в дозах в диапазоне 5 — 50 mSv. Также изучался замедленный эффект 
нейтронов при воздействии на животных спустя 60 дней после окончания облучения. 
Изучались спектры поглошения в диапазоне длин волн 300 — 500 мм и спектр 
диэлектрической релаксации для гемоглобина в частотном промежутке 500 Hz — 4 MHz. 
Молекулярный диаметр (г), время релаксации (т), дизлектрический инкремент (В) в 
регионе (Ag) и colecole параметр (a) были вычислены на основе данных 
диэлектрического спектра. Для групп животных измерялись показатели В.В.С. 
Результаты свидетельствуют о том, что облучение животных дозами нейтронов, 
находящихся в предслах рекомендованных ICRP-60 (1991), приводит к заметным 
изменениям молекулярной структуры гемоглобина, выделенного из собранной крови, 
без каких либо существенных изменений В.В.С. подсчета и спектра поглощения. 
Более того, последние исследования данного эффекта свидетельствуют о повреждении 
системы кровеобразования в результате воздействия нейтронов на животных. 


REFERENCE 


Alberts И/.Е.(1999): Radiat.Prot. Dosim., Vol.85: No.1-4,pp 21-26. 

Debye, P. (1929): “Chemical Catalog Co., New York. 

Gabriele C. and Corthout (1996): Phys. Med. Biol. 41, 2231-2249. 

Geiger K. W. (1980): IND C (NDS) 1114 / Gt , IAEA, vienna , Hand Book . 

Grandoflo M., Michaelson S.U. and Rindi A. (1983): Plenum Press New York. 

Grant , E. H. (1983) : Biological effects and dosimetry of non ionizing radiation, 

radio frequency and micro ware everyles. Grandollo, M., Michaelson, S. and Rindi, 

A, eds. Plenam press. New York and London P, P. 179-194. 

7. Griffith R.V.(1992):Radiat. Prot. Dosim., 44,259-266. 

8. ICRP (1991): "Recommendations of the international commission on Radiological 
Protection *ICRP Publication 60". 

9. NRPB (1997): Doc.NRPB 8no 2. 

10. Piesch E. and Burgkhardt B. (1988): Radiat. Prot. Dosim.., 23,117-120. 

11. Rannou A., Barth j., Aubert B., Bregeon B., Championg J., Colson P., Espagnan M., 
Herbaut Y.,Thevenin J.C., and Valero M. (1998): Radioprotection (France) 
v0l.33,N0.4,405-433,OctDec. 

12. Travelli Г. A., Ranney Н. M. and. T. (1971): М. Egl. J. Med, 284-335 

13. Foster, K. R. and Schwan, H. P. (1996): Handbook of Biological effects of electro- 
magnetic fields. Polk, C and postow, E. Eds. 2nd ed. CRC press, In. New York, 
London, 1996. C., Barthe J., and Dietz 

14. Wernli et а! (1996): Radioprotection, 31 (1),ce numerro,17-35. 


ORO 


15 


MODELING OF MICROWAVE RADIATION ACTION ON ALIVE 
SYSTEMS BY NONLINEAR RESONANT TUNNELING 


V.N. ERMAKOV, Е.А. PONEZHA 


Bogolyubov Institute for Theoretical Physics NASU, 03143 Kyiv, Ukraine 
Scientific Research Center of Quantum Medicine "Vidhuk", 01033 Kyiv, 
Ukraine 


Adstract: It is shown that the influence of electromagnetic irradiation on resonant 
tunneling of electrons in the nonlinear state is similar to the action of low inten- 
sity mm-irradiation on alive systems. It is supposed that the resonant tunneling is 
related to the reductive-oxidative processes and connected with the forced proton 
transport. In such an approach the pathology state of an organism is connected 
with the tunneling in a regime of a strange attractor type and the "therapeutic" 
effect of the mm-irradiation can be understood as stabilization of the tunneling 
process. 


Key words: nonlinear resonant tunneling, strange attractor, microwave irradiation 


INTRODUCTION 


The research of low intensity microwave radiation action on alive systems 
(including human beings) has demonstrated some characteristic features [1-3], which 
are difficult to interpret from a physical point of view. The results of this action will 
be different depending on the frequency and the intensity of the irradiation. The 
dependence of the biological response on the frequency has a resonance character 
with an equivalent quality ranging up to about hundreds of units. Besides this, the 
dependence on the intensity of the electromagnetic radiation has a threshold charac- 
ter. The threshold value is several microwatts per square centimeter. Further 
enhancement of the radiation intensity (by two or three orders of magnitude) does 
not change noticeably the biological effect [3]. Together with this the so called 
"cumulative" effect has been observed, when the reaction of the object comes after 
some time from the beginning of the irradiation. When the microwave irradiation was 
used in therapeutic purposes the so called unidirectional phenomenon has been 
noticed when the state of a patient remains stable after attainment of the positive 
effect. 

Specific features mentioned above have not been fully understood so far that is 
related with the absence of clear concepts about physical mechanisms of the 
microwave interaction with alive systems. To the present time a connecting link 
between metabolism of an organism and the electromagnetic field is not known. 
Recently, several mechanisms of such a relation have been proposed [1-2]. Resonant 
character of the mm-irradiation effect and its long-range action indicate at the coher- 
ent state of the biological object which may be considered under a quantum theory 
approach [4,5]. Experiments carried out with the coherent radiation [6] confirm this 
theory. A number of experimental observations are the evidence in favour of the 
quantum nature of the interaction of the alive system with the electromagnetic wave, 
but the mechanism of this interaction is yet not understood. 

We suppose a new model to describe the influence of the weak electromagnetic 
irradiation on the alive system. The object of such an influence is a machine using 
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the chemical energy of NADH to provide the forced proton transport [7]. In spite of 
its functioning is not known in detail, many features can be explained under the 
assumption that this process is based on the phenomenon of the nonlinear resonant 
tunneling. 


1.THE ROLE OF ELECTRONIC PROCESSES IN METABOLISM OF 
ALIVE ORGANISMS 


Metabolism of alive organisms occurs together with the processes of a charge 
transfer. Currents arising in these processes are due, as a rule, to the translocation of 
ions. Since the result of the electromagnetic field action is proportional to the ratio 
of an ion charge to its mass, it is by 3-5 orders of magnitude less for ions than for 
electrons. Thus, electronic subsystem is more sensitive to the electromagnetic field of 
low intensity. The problem lies in the fact that the electrons in alive organisms are 
not free, they are coupled by molecular forces exceeding in magnitude many times 
over the interaction with the electromagnetic wave. Another situation occurs when 
the electronic transfer takes place in the process of a chemical reaction. The effec- 
tive action of the external field on the electron can be expected at the moment of 
changing the center of its localization. This process is continuing very fast for 10^" - 
1039 sec. At the same time, the period of microwave oscillations is about 10^? sec. 
Therefore, the external field cannot effectively influence the chemical reaction 
process. But this possibility appears if the electronic transport takes place in the 
process of transformation of the electronic energy into another type of energy (chem- 
ical or mechanical one). 

The energy expended by a living cell on the biosynthesis, active transport, 
mechanical and electric work comes from respiration, i.e., from oxidation of organ- 
ic compounds by air oxygen. Such processes, resulting in the synthesis of ATP, take 
place in special membranes of mitochondria. Here, molecular systems responsible for 
the energetics of alive organisms are localized and organized in a space. The synthe- 
sis of ATP in the mitochondrion is related with the electronic and ionic transport and 
the mechanical and chemical processes. There have to exist special devices to trans- 
form the electric energy into the mechanical-chemical one. It is apparent that these 
devices have nano-dimensions and their functioning is based on quantum-physical 
laws. Up to the present time, such kind of devices have not been studied sufficient- 
ly to describe them in detail. But we can say about some features of its functioning 
basing only on the possibility of the transformation of the electronic energy into the 
mechanical one. This possibility appears when we have a hysteresis in a current-volt- 
age characteristic. Such character of the current dependence on the applied bias 
allows to take effectively the energy during the transfer of the electrons. The nonlin- 
ear resonant tunneling is an attractive phenomenon to describe such processes [8,9]. 
The delay of electrons in local states slows down the rate of chemical processes. 
Therefore, the electronic current may become sensitive to the influence of the exter- 
nal electromagnetic irradiation. 


2. NONLINEAR RESONANT TUNNELING 


The characteristic feature of the resonant tunneling is the possibility of the accu- 
mulation of electrons in the local states (quantum well). In other words, the presence 
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of the electrons in the interbarrier space (inside the membrane) enables to influence 
the process of tunneling. Consequently, the tunneling becomes nonlinear and 
depends on the dynamics of the electronic charge in the quantum well. In this case, 
the electron dynamics can become very sensitive to the driving force, for instance, 
the irradiation by the weak electromagnetic field. 

In order to study such effects, we take the most simple system consisting of two 
identical rectangular barriers of the height V and width a, divided by the quantum 
well (local state) of the width 5. In the case of low transparency of the barriers when 
the time modulated flow of electrons with an effective mass m falls on the barriers, 
the Schrödinger equation for the electrons in the quantum well takes the form 


Qu 


га) V + W(x,tv = -ih 
c Ot 


(1) 


where W(x,t) is the energy of the electron-electron interaction in the Hartree 
approximation, 


a+b 
W =U, f rær ах о, 


U, - e feb . 


e is the charge of the electron, є is the dielectric constant, A is the vector-poten- 
tial of the external incident wave, c is the speed of light. Eq. (1) with the wave func- 
tion Ф, normalized to the density of electrons in the flow, is the nonlinear equation 
defining the dependence of the tunneling current on the density of electrons taking 
part in the process under the influence of the external electromagnetic field. For the 
further consideration it is convenient to represent the wave function of the outgoing 
flow (x > 2a+b) in the form 


4 = D(thexpli(kx + о) + in) 


out 


where the amplitude D(t) and the phase 7( are slowly varying in time func- 


tions, А = J2mE / is a wave number, © = Ё// is the frequency of the electron with 
the energy Е. 

In the case of a slow modulation of the incident electronic flow e *v«« 4, 
with v being the width of the localized level, Eq. (1) can be transformed to the set 
of equations relating the electron density in the incoming flow to the electron den- 
sity in the outgoing flow with account of the Coulomb repulsion and dissipative 
processes in the quantum well [10]: 
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T sahar) [cos | «Gr 7)] 
dy T 1/2 
Sa ci cm 
d Е e око 
(2) 
where 


T=KL|DP , = кур, 2=2,+2,, 


ID; апа |D? are the incoming and outgoing flow densities, respectively. The 
length L of the resonance tunneling is defined by the expression 


ГЕ 
= ед З Е, | 
0 


1 


у = йК, / 2 ті, 


Here ky is the wave number corresponding to the quasi-steady state in the well 


with the energy Бо - Й 'Юо/дт, г= кі describes the dissipation in the system, 
where К’ is the imaginary part of the electron wave number due to the dissipative 
processes in the interbarrier space. The parameter of nonlinearity « defined by the 
Coulomb repulsion can be represent in the form 


30, 
K=— 
16 hv 
The difference between the energies Е and Е, із defined by the parameter z, 
E- E, =2hvz, 
_ ehk, А 
^ 2vme 


Equations (2) are periodic in 7 with a period л, so the phase surface of the 
system is a phase cyllinder with -7/2«7«7/2 and T> 0. 


In the case of the stationary flows of the tunneling particles and А = 0, Eqs.(2) 
take the form 


T, =T +T) *(z, - TY] (3) 
2, -T - (ап7) 


At 2 2 430 *T) the dependence of T on Т, takes an S-like character. By this 
means, in the interval 75 < 7; < 7». , where Ту, and Туз are those values of Ту at which 


dF(T)/ dT =0, the process of tunneling becomes bistable. 
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The qualitative analysis of Eqs. (2) shows that besides the steady states, period- 
ic oscillations of the tunneling current at a constant value of Ту are possible. On the 
phase surface (7 , 7), the periodic motion corresponds to the limit cycle surround- 
ing the phase cylinder. This cycle is stable [9]. It was found that depending on the 
value of the parameter z and on the incoming flow density Ту there can exist two 
limit cycles. They are distinguished by a character of the dependence of the frequency 
and amplitude of the oscillations on the density of incoming electrons. In the limit 


of the mean-time of the phase variation 7 * Ф. , where ?« is the frequency of the 
oscillations, the regions of the existence of two cycles can be defined. The first, the 
so called high-frequency cycle, is classified by the frequencies lying in the range 


@,> л(1+Г)/2 and the densities of the incoming flow 


0 


n> ЧЕ Zas] 


і- 


Thus, Ше Ist type oscillations are generated when the incoming flow density Ту 
reaches the definite threshold value, different for different values of z;. With increas- 
ing 7), the frequency increases in a linear law, and the amplitude decreases. 

The self-oscillations of the second type, the so called low-frequency ones, are 
generated in the system with 7) being in the region 


oen О Zaun) 


One can see that the low-frequency oscillations appear beginning with very small 
values of Ту, but when z » л(1+Г)/2 , The region of the frequency variation is limit- 
ed by the range 


Lui ar NA 


With increasing of 7, the frequency of the 2nd type oscillations reduces to the 
minimum value of zv(1 * I) , the amplitude, on the contrary, increases. For the low- 
frequency oscillations the anomalous dependence of the frequency on the dissipation 


Г js typical. With the growth of the dissipation, the frequency €. also increases 
reaching the maximum value and then oscillations are suppressed by the dissipation. 

The dependence of the outgoing electron density (7) on the incoming density 
(T, ) when the value of the parameter z equals to 4.6 is shown in Fig.1. At the begin- 


ning, Т, was slowly swept from zero to 7) = 30 and then in opposite direction to 
Ty = 1. After that Ту was again swept forward to the value of 30 and then backward. 
The point M is the realization of the full transparency of the process of the resonant 
tunneling for Г = 0. It can be seen іп Fig.l that there are two hysteresises depend- 
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Fig.l. The dependence of the outgoing electron flow density (T) on the incoming electron 
flow density (75) under the condition of slow sweeping of Ту forward from 0 to 30 


and backward from 30 to 1 and then repeating of the sweeping cycle. 
ing on the value of the incoming flow intensity at the moment when the sweeping 
begins, one of which is broader than the other. 
It can be seen also that there exist two kinds of the oscillations in the system. 
To enter in the Ist-type oscillation state one has to set T= 12 when Ту = 30. Fig.1 


shows that the steady states and the 1-5 type oscillations can exist when Т, > Ты. 
The tunneling process has two steady states in the range Т < T, < Ty. When 
То < Ty , the tunneling current can be steady or have oscillations of the 2nd type. 
Dependence of T on Т, of the hysteresis type in the range of T, < T, < Ty gives the 
possibility to transform the energy of the tunneling electrons into another energy 
type. In particular, it can be used for the forced transport of protons through the 
membrane of the mitochondrion. 


3. MODELING OF THE PROCESS OF STABILIZATION OF NONLINEAR 
RESONANT TUNNELING 


As can be seen in Fig. 1 the maximum transparency of the tunneling system is 
obtained in the point M. But negligible fluctuations of the density of the incident 
electron flow can easily remove the system from the favorable regime of tunneling. 
This problem can be eliminated using the regime of a periodical arrival of electrons 
into the tunneling system. From a physical point of view, such a regime is more real- 
istic and corresponds the conditions at which the metabolism takes place. 

To describe this situation the incident electron flow 7;, was taken in the form 


ТЗ TL io 
2d h? + sin? (o,,t) (4) 
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tv 


Fig.2. Time dependence of the incoming electron flow density (a), and of the outgoing flow 
density in the regimes of chaotic (b) and stable (c) oscillations. 


where ^» is the frequency of the incoming electronic pulses to the system. The 
quantity z,, being a function of time, was represented by the expression 


Za = 20 Sin(o t) 


The parameter z, is proportional to V7 , where I is the intensity of the irradiat- 
ing electromagnetic wave. 

The choice of T, (t) in the form of (4) can provide the high transparency regime 
of the tunneling. But, as it has been shown in [11], the process of the resonant tun- 
neling with the nonlinearity of the Coulomb type in the case of the periodically mod- 
ulated incident flow of the electrons can exhibit chaotic behavior of a strange attrac- 
tor type. In this case, the stabilization of the tunneling process is actual, that can be 
done by means of the driving weak electromagnetic field. 

For numerical solution of Eqs. (2), the following values of parameters have been 
chosen: й = 1, v= 1, €» 72v, Ty = 8.8, < = 4.6. At zo = 0 and with these val- 


ues of parameters there can exist two regimes of tunneling, namely, the stable oscil- 
lations and the chaotic oscillations, depending on the conditions of the time evolu- 
tion of the tunneling process. The time dependence of the transmitted electron flow 
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Fig.3. The time dependence of the outgoing flow density (b) under the influence of electro- 
magnetic irradiation (a). The arrows show the time moments when the electromag- 
netic field was switched оп ( № ) and switched off ( п ). 


density with T, varying in time according to Eq. (4) is shown in Fig. 2. It is possi- 
ble to stabilize the tunneling process increasing the value of 7; , but the transparen- 
cy of the process will decrease. On the other hand, the transparency will increase with 
the decrease of Ту, but the tunneling process becomes unstable. The transition of the 
chaotic regime to the stable one can be realized by the addition of an external peri- 
odical electromagnetic field to the system. Such a situation is demonstrated in Fig. 
3. Beginning from the time moment h, the system was irradiated by a monochro- 
matic electromagnetic wave with the frequency о = 2v. When the amplitude of this 
wave exceeded the threshold value (z,, > 0.07), the unstable regime of the tunneling 
became stable. After switching off the external field in the moment of time h, the 
stability of the tunneling process conserved. 


CONCLUSIONS 


In all alive systems, mitochondria have double-layered membranes and the elec- 
tronic transport through them is coupled with energetic processes in living cells. Such 
a transport is usually a tunneling. However, the direct tunneling of electrons through 
a membrane of the width of order 7-10 nm takes about one minute, but there is a 
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possibility of the resonant tunneling through localized states inside а membrane. Such 
tunneling is very effective in the case of identical barriers. In this respect, the bio- 
logical two-layered membrane creates optimum conditions for the performance of the 
resonance of the tunneling. Accordingly, protein globules embedded within the lay- 
ers of the membrane and containing electronic energy levels can play a role of quan- 
tum wells. For example, it may be molecules of flamin or ubiquinone, which play an 
active role in the implementation of the forced proton transport, which is coupled 
with the electronic current. As for the device for the energy transformation, the 
parameters of the nonlinear resonant tunneling should be selected so that the process 
of tunneling took place near to the point M. Only in this case, the efficiency of the 
electronic transport will be sufficiently high. Thus, the effective transport of the elec- 
trons through the membrane can be realized under the conditions when the appear- 
ance of a strange attractor regime is possible. This circumstance is the crucial point 
for the understanding of the weak electromagnetic field action on alive systems. 
Really, thermal noise in biosystems can easily change the tunneling state of the sys- 
tem. In many cases, a short-lived periodic signal is enough to stabilize the state [12]. 
Such an influence may be identified as "the butterfly effect" [13]. 

For understanding the nature of the electromagnetic wave action on the process 
of the nonlinear resonant tunneling we have to take into account a carrier accumu- 
lation in the quantum well (a local state inside a membrane). A charge density is pro- 


portional to VI = 7" and under the resonant conditions of the tunneling 


(121 = |D), it is an exponentially large value as compared to the density of an 
uncoupled charge outside the membrane. On the other hand, a charge passes across 


the quantum well for the time 7 = ?L/^&, , that can be exponentially large in the case 
of low transparency barriers. Thus, we have an effective decreasing of the electronic 
transport speed that is necessary for the performance of the electromagnetic wave 
action. Therefore, weak electromagnetic fields can affect the resonant tunneling 
process. This is the way for the stabilization of the tunneling by the low intensity irra- 
diation. One can provide the transition from the regime of a strange attractor to the 
stable one by the addition of an external electromagnetic field. The wave frequency 
has to be closed to a resonant frequency of the charge oscillations in the quantum 
well. The high quality of the electromagnetic resonance, which has been observed in 
the process of the mm-irradiation of alive systems is the indication of the small influ- 
ence of dissipative processes (T = 0) on the tunneling transport. 

Assuming that a pathology of an alive object at a living cell level is the result of 
the disturbance of metabolic processes which is coupled with the electron transport, 
the following treatment is possible for the therapeutic action of the mm-irradiation. 
The disturbance of a tunneling rhythmicities can be recovered by the electromagnet- 
ic irradiation. After some time period (cumulative effect) the rhythmicity is restored. 
After achievement of the therapeutic effect, the requirement for the stabilization is 
not needed (unidirectional phenomenon). 

Thus, considering the nonlinear resonant tunneling as a key link in the effect of 
the mm-irradiation on alive systems, it is possible to describe a lot of features of their 
response to the electromagnetic field. First of all, it is essential for such processes as 
tissue breathing, photosynthesis etc., where the chains of the electronic transport play 
a very important role. 
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МОДЕЛЮВАННЯ ВПЛИВУ ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО ВИПРОМІНЮВАННЯ HA 
ЖИВІ СИСТЕМИ НЕЛІНІЙНИМ РЕЗОНАНСНИМ ТУНЕЛЮВАННЯМ 


В.М. ЄРМАКОВ, О.О. ПОНЕЖА 


Показано, що електромагнітне випромінювання (ЕМВ) впливає на процес 
нелінійного резонансного тунелювання електронів аналогічно дії ЕМВ міліметрового 
діапазону довжин хвиль на живі системи. Висловлюється припущення про те, що 
нелінійне резонансне тунелювання у живих організмах пов'язане з відновлювально- 
окисними процесами, які супроводжуються примусовим протонним транспортом. При 
такому підході патологічний стан організму пов'язаний з тунелюванням у режимі 
дивного атрактора, а "терапевтичний" ефект міліметрового опромінювання — 13 
стабілізацією тунельного процесу. 


МОДЕЛИРОВАНИК ВОЗДЕЙСТВИЯ ЗЛЕКТРОМАГНИТНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ НА 
ЖИВЫЕ СИСТЕМЫ НЕЛИНЕИНЫМ РЕЗОНАНСНЫМ ТУННЕЛИРОВАНИЕМ 


В.Н. ЕРМАКОВ, Е.А. ПОНЕЖА 


Показано, что электромагнитное излучение (ЭМИ) влияет на процесс 
нелинейного резонансного туннелирования электронов аналогично действию ЭМИ 
миллиметрового диапазона длин волн на живые системы. Высказано предположение 
о том, что нелинейное резонансное туннелирование в живых организмах связано с 
восстановительно-окислительными процессами, которые сопровождаются 
принудительным протонным транспортом. При таком подходе патологическое 
состояние организма связано с туннелированием в режиме странного аттрактора, а 
"терапевтический" эффект миллиметрового облучения — co стабилизацией 
туннельного процесса. 
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EFFECT OF "ELECTRODREAM" OF RATS BY INFLUENCE OF 
EHF ELECTROMAGNETIC RADIATION MODULATED BY 
FREQUENCIES OF A -RHYTHM OF A HEAD BRAIN. 


T.I. SUBBOTINA, A.A. YASHIN 


Abstract: During a cycle of experimental works devoted to interaction of EHF 
electromagnetic fields (EHF EMF) with alive substance, the influence of EHF 
EMF on rat organism is investigated, and the EHF EMF is modulated by fre- 
quency adequate frequency of a -rhythm of a head brain. The received result tes- 
tifies, that at an irradiation by such signal effect of "electrodream" observes. The 
one authentically confirmed by a series of experiments in the worker and control 
groups. The open phenomenon has fundamental value for medico-biological sci- 
ence and clinic. 


1. Введение 


В работе [1] авторами был получен эффект переноса низкоинтенсивным 
КВЧ-излучением собственного интегративного электромагнитного поля 
(ЭМП) с одного организма на другой, декларированный как научное откры- 
тие. Развитие исследований в данном направлении позволяет создать принци- 
пиально новые технологии немедикаментозного лечения и коррекции физио- 
логического состояния организма человека на основе выявленного эффекта 
пространственной модуляции в окрестностях биологически активных точек 
(БАТ) низкоинтенсивного КВЧ электромагнитного излучения (ЭМИ). Обна- 
руженный экспериментально в [1] эффект подтверждает феномен “полевого 
переноса” биоинформации и является основой для проведения последующих 
серий экспериментов, направленных на поиск новых возможностей бескон- 
тактного воздействия на организм с использованием модулированного на БАТ 
ЭМИ КВЧ нетепловой (Р < 10 мВт/см') интенсивности. 

В настоящем сообщении приведены результаты экспериментов по перено- 
су ЭМИ КВЧ биологической информации, имманентной функционированию 
центральной нервной системы (ЦНС). 
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2. Эффект “электросна” у крыс при воздействии модулированным ЭМИ КВЧ 


Эффект “электросна” уже давно известен и достаточно широко использу- 
ется в медицине. Обычная его процедура — наложение проводниковых контак- 
тов на определенные области головы пациента, на которые подается электри- 
ческий ток с частотой, соответствующей A-DHTMy головного мозга; для тепло- 
кровных животных эта частота /, = 3,5 Гц [2]. Вызываемый таким электровоз- 
действием глубокий сон используется в клинике и диагностике различных по 
нозологии заболеваний. 

В рамках открытого в [1] феномена авторами была поставлена задача экс- 
периментально проверить возможность эффекта “электросна” привоздействии 
на биообъект ЭМИ КВЧ с частотой модуляции 2,,) = /, Заметим, что B рабо- 
те [3] авторы с коллегами использовали сигналы A- и В-ритмов, снимаемых с 
биообъекта электроэнцефалографом, для реализации биоуправляемой КВЧ-те- 
рапии, то есть сигналы обратной связи с частотами f, и /; подавались на yC- 


тройство управления, которое подстраивало частоту несущего КВЧ-сигнала и 
частоту ‹(2,, под оптимальную для каждого конкретного пациента, принимаю- 


щего сеанса КВЧ-терапии. Поэтому, доказательство эффекта “КВЧ-электро- 
сна”, кроме решения задач терапии и диагностики, позволит создать научную 
базу и для дальнейшего совершенствования полевых (лучевых) методов лече- 
ния. Эксперименты проводились в апреле-июле 2001 г. на базе лаборатории 
биофизики полей и излучений и биоинформатики (НИИ НМТ - ТулГУ) на 
половозрелых крыса линии Вистар. Несущая частота ЭМИ КВЧ составляла fy 
= 37 ГГц; поверхностная плотность потока энергии (ПППЭ), приведенная к 
поверхности биообъекта составляла Panna < 0,3 мВт/см2 . Частота модуляции 
составляла (,,;73,5 Гц, что соответствует Л-ритму головного мозга во время 
глубокого сна. Схема эксперимента приведена на рис. І. 

Для проведения эксперимента были отобраны наиболее активные живот- 
ные; все серии экспериментов выполнялись с 8.00 до 13.00 часов; утром жи- 
вотных не кормили. Тем самым исключается вариант естественного физиоло- 
гического сна. Более того, во время эксперимента в помещении не соблюда- 
лась тишина, на крыс постоянно воздействовали естественными раздражите- 
лями: яркий свет и громкие звуки. Это способствовало поддержанию у живот- 
ных активного поведения в исходном фоне и в контрольной группе. 

Непосредственно перед каждой серией эксперимента оценивалось поведе- 
ние крыс в исходном фоне - без облучения. Исследование проводилось в два 
этапа. На первом из них выполнялось контрольное исследование — влияние 
на поведение крыс немодулированного ЭМИ КВЧ; продолжительность облу- 
чения — не менее двух часов. На втором этапе подопытную крысу подвергали 
воздействию ЭМИ КВЧ с 2, =15 Гц (намного выше частоты А-ритма, но He- 
сколько меньше частоты /-ритма: /;=18,75 Гц). Одновременно, при выполне- 
нии первого и второго этапов, вне зоны облучения находилась контрольная 
крыса, помешенная в рабочую камеру (рис. 2,а), идентичную используемой 
для помещения облучаемой крысы. 

Результаты эксперимента. На первом этапе исследования поведение крыс, 
облучаемых немодулированным ЭМИ КВЧ, не отличалось от их поведения в 
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исходном фоне. У всех животных отмечалось активное, а в ряде случаев и аг- 
рессивное поведение. После окончания облучения и помещения крыс в клет- 


1 2 3 4 5 6 


Рис. 1. Схема эксперимента “КВЧ-электросна”: 1— генератор низкой частоты; 2 — 
генератор КВЧ; 3 — модулятор; 4 — рупорный излучатель; 5 — рабочая камера; 
6 — зона размещения облучаемой крысы. 


а) 6) 


Рис. 2. Контрольная бодрствующая крыса (а) и спящая крыса после облучения ЭМИ 
КВЧ с мод=3,5 Гц (б) 


ку их поведение принципиально не менялось. 

При выполнении второго этапа эксперимента подопытное животное успо- 
каивалось, активное поведение сменялось пассивным в течение 25...30 минут 
от начала облучения, далее следовал глубокий сон (крыса не реагировала на 
сильные световые и звуковые раздражители). Собственно продолжительность 
сна (рис. 2,6) соответствовала времени воздействия модулированного частотой 
A-putma ЭМИ КВЧ; максимально зафиксированная длительность сна состави- 
ла 5 часов. 

В ходе второго этапа эксперимента по истечении часа и двух часов после 
засыпания крысы проводилось выключение ЭМИ КВЧ, а также переключение 
генератора низкой частоты (рис. 1) с частоты A-purMa на частоту й-ритма. Все 
эти манипуляции с аппаратурой приводили к быстрому пробуждению живот- 
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ных, в то время как повторное включение ЭМИ КВЧ, а также возврат часто- 
ты модуляции от /-ритма к А-ритму вновь провоцировали глубокий сон. 
После завершения серии эксперимента все подопытные крысы просыпа- 
лись, а их поведение не отличалось от такового в исходном фоне. У двух крыс 
отмечалась повышенная агрессивность непосредственно после окончания экс- 
перимента. Поведение контрольной крысы (рис. 2,а) на протяжении всего экс- 
перимента не претерпевало существенных изменений: крыса вела себя актив- 
но, адекватно реагировала на внешние раздражители, принимала пищу, дела- 
ла попытки выбраться из рабочей камеры. 
Следует учитывать, что серии экспериментов (их число отвечает довери- 
тельной вероятности) проводились в весенне-летние месяцы в дни с различ- 
‚ными (по прогнозу) геофизическими условиями 2001 года, то есть года в пи- 
ке 11-летнего цикла активности Солнца. Этим исключалось влияние геофизи- 
ческих факторов, к которым млекопитающие очень чувствительны. Дальней- 
шие наблюдения за экспериментальными крысами не выявило сколь либо за- 
метных изменений в их физиологической норме поведения. 


3. Заключение 


Таким образом, проведенное экспериментальное исследование в рамках 
доверительной статистической достоверности позволило выявить ранее неиз- 
вестный биологический эффект, характеризующийся формированием сна при 
воздействии на подопытное животное нетеплового ЭМИ КВЧ, модулирован- 
ного низкочастотным сигналом с частотой А-ритма. Полученные результаты, в 
рамках резонансной теории взаимодействия ЭМП с живым веществом [4], 
подтверждают наличие этого механизма и являются экспериментальным обос- 
нованиєм практического использования “КВЧ-электросна” в терапии и диа- 
гностике, в частности, для оптимизации технических решений ‘аппаратуры 
КВЧ-терапии [3,5]. 


ЕФЕКТ "ЗЛЕКТРОСНУ" У ПАЦЮКІВ ПІД ДІЄЮ КВЧ ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО 
ВИПРОМІНЮВАННЯ, МОДУЛЬОВАНОГО ЧАСТОТАМИ A-PHTMY ГОЛОВНОГО 


МОЗКУ 
ТА. СУБОТІНА, О.О. ЯШИН 


У продовження циклу експериментальних робіт, присвячених взаємодії 
крайвисокочастотних електромагнітних полів (КВЧ ЕМП) із живою речовиною, 
досліджувався вплив КВЧ ЕМП на організм пацюків, причому КВЧ ЕМП 
модульовано частотою, адекватною частоті А-ритму головного мозку. Отриманий 
результат свідчить, що при опроміненні таким сигналом спостерігається ефект 
“электросну”, вірогідно підтверджений серією експериментів у робочій і контрольних 
групах. Відкрите явище має фундаментальне значення для медико-біологічної науки i 
клініки. 
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ЭФФЕКТ “ЭЛЕКТРОСНА” У КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ КВЧ ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО 
ИЗЛУЧЕНИЯ, МОДУЛИРОВАННОГО ЧАСТОТАМИ A-PHTMA ГОЛОВНОГО МОЗГА. 


Т.И. СУББОТИНА, А.А. ЯШИН 


В продолжение цикла  зкспериментальньх работ, посвященных 
взаимодействию крайневысокочастотных электромагнитных полей (КВЧ ЭМП) с 
живым веществом, исследовано воздействие КВЧ ЭМП на организм крыс, причем 
КВЧ ЭМП модулировано частотой, адекватной частоте Д-ритма головного мозга. 


Полученный результат, свидетельствует, что при облучении таким сигналом 
наблюдается эффект “электросна”, достоверно подтвержденный серией 
экспериментов в рабочей и контрольных группах. Открытое явление имеет 
фундаментальное значение для медико-биологической науки и клиники. 
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МОДИФІКАЦІЯ РІДИННО-КРИСТАЛІЧНОЇ СТРУКТУРИ 
БІМОЛЕКУЛЯРНИХ МЕМБРАН . 
М-ОКСИД-2,4-ЛУТИДИНОМ (IBIHOM) 


А.В. БИЧКО, В.К. РИБАЛЬЧЕНКО 
Київський національний університет імені Тараса Шевченка 


MODIFICATION OF LIQUID-CRYSTALLINE STRUCTURE OF 
BIMOLECULAR MEMBRANES 
BY N-OXIDE-2,4-LUTYDIN (IVIN) 


A.V. BYCHKO, V.K. RYBALCHENKO 
The Taras Schevchenko Kiev national university 


Abstract: Increasing of chain packing thickness of moleculs under common crys- 
tallisation of hydrophobic core of lipid bilayer is showed by black BLM cyclic car- 
ent-voltage characteristics changing in case of modification by N-oxide-2,4-luty- 
din (ivin) on 10° — 10° M concentrations. Molecular-dinamic and mean-field 
methods are applied to calculate the energy of assosiation and life-time parametrs 
of the [acyl chains]4-ivin-complex on single computer models. Our results are dis- 
cused in aspects of transmembrane communication theory and common animal 
cell membrane protective action of ivin. 


Key words: ivin, BLM, membrane structure, dispersion energy, hydrophobic core 


Плазматична мембрана (ПМ) клітини як базисний елемент в системі 
трансклітинної комунікації [2, 9-11, 17] поєднує в собі дві групи структурно- 
функціональних елементів (СФЕ), які відповідають за детектування, дешиф- 
рування та адресне пересилання "зовнішнього" сигналу до відповідних ефек- 
торних центрів клітини -- диференціаторні та інтеграторні. Термін "структур- 
но-функціональний елемент" вводиться для визначення найменшої сукупності 
мембранних складових, зміна молекулярної структури яких призводить до еле- 
ментарного акту інформаційної обробки. Прикладом такого акту може бути 
активація-інактивація мембранозв'язаного фермента (рецептора, канала), ло- 
кальна або генеральна зміна структурних параметрів ліпідного матриксу мем- 
брани і т.ін. Завданням диференціаторних елементів є відокремлення з широ- 
кого спектра інформації,що надходить до клітини, лише тих сигналів, що B 
ході еволюції організму набули "командного" статусу. Однак, для життєздат- 
умов оточуючого середовища важливим є засвоєння всього діапазону інфор- 
мації, що надходить. За це відповідає група інтеграторних елементів мембра- 
ни. Кооперативність функціонування елементів цих двох груп приводить до 
того, що параметри сигналів "командного" статусу здатні модулюватися 
відповідно до параметрів "некомандного" діапазону [2, 13]. 
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Переважна більшість інтеграторних СФЕ реалізована на базі ліпідного 
матриксу плазматичної мембрани клітини, інтерфазна структура якого є най- 
більш чутливою до фізико-хімічних чинників у широкому діапазоні. Картина 
ефекторної відповіді ліпідного матриксу на заданий чинник може бути дуже 
різноманітною -- загальні або локальні фазові переходи, латеральний розподіл 
фаз, зміна вертикальної енергетичної та структурної топографії гідрофобного 
кору в інтерфазах 1 т.ін. |2, 3, 14-16). Широке коло робіт свідчить про те, що 
процеси обробки сигналу інтеграторними СФЕ можуть протікати поза 
функціонуванням диференціаторних елементів мембрани [2, 6, 7, 10]. Тому ак- 
туальною є проблема впливу на структуру ліпідного матриксу плазматичної 
мембрани клітини як першої ланки у ланцюзі "зовнішній сигнал--ефектор” 
речовин, еволюційно не обумовлених системою внутрішньої комунікації ор- 
ганізму. В межах цієї проблеми цікавим є взаємодія ліпідного матриксу ПМ 
тваринних клітин з речовинами, що, можливо, мають статус "командних" для 
організмів іншої природи. 

В роботі методами циклічних вольт-амперних характеристик на бішарових 
мембранах та методами молекулярної динаміки досліджені елементарні ме- 
ханізми взаємодії штучних мембран із М -оксид-2,6-лутидином (івіном), що € 
регулятором росту вищих рослин [8]. 

Своєю появою препарат івін зобов'язаний експерементам, що проводили- 
ся з похідними М-окислених форм піридину на початку 50-х років. Завдяки 
введенню двох замінників у положенні 2 і 6 циклу молекула івіну набуває 
"правильної" форми, що знаходить відображення у інерційності обертального 
руху молекули, якого позбавлені інші похідні цього ряду. Симетричний роз- 
поділ заряду в молекулі призводить до того, що інерційна вісь молекули 
збігається з вектором її дипольного моменту, величина якого становить 3,45 Д. 
В роботі [8] зазначається, що самостійні неполярні асоціати, які притаманні 
для таких представників ряду, як М -оксид-3-метилпіридин в широкому діапа- 
зоні температур, у івіна не виявлені, що пояснюється зменшенням диполь-ди- 
польної взаємодії між молекулами препарату. Завдяки своїй здатності утворю- 
вати комплекси за рахунок утворення водневих зв'язків (N—O---H—R) з npo- 
тонодонорними сполуками івін розчиняється практично в усіх органічних роз- 
чинниках і необмеженно розчинний у воді. Зменшення полярності розчинни- 
ка призводить до зміни характеру цих комплексів (з іоних до молекулярних). 
Як і всі представники ряду похідних піридину івін має в собі досить значний 
запас дисперсійної енергії. 

В багатолітніх дослідженнях івіну на різноманітних рослинних сільско-гос- 
подарських об'єктах встановлено, що івін при низьких концентраціях активно 
підвищує загальні біологічні показники рослинних організмів, зокрема, плас- 
тичний обмін, обмін вітамінів та стійкість рослин до умов зовнішнього сере- 
довища. Однак підвищення концентрації івіну призводить до вираженого ци- 
тотоксичного ефекту та структурних перебудов елементів рослинних клітин. 
Залежно від виду врожайність рослин у присутності івіну зростала від 13 до 
62%. При цьому ефективність івіну перевищувала еталонні значення для бур- 
штинової кислоти, гіберелінів та ін. 
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Привертає увагу той факт, що піридин та його синтетичні похідні, до яких 
відноситься також представники ряду М-окислених похідних, характеризують- 
ся дуже низькою мембранолітичною активністю. Дослідах [5] показали, що ці 
сполуки та їхні біохімічні попередники в діапазоні фізіологічних концентрацій 
не здатні руйнувати біологічні мембрани. 


МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 


Дослідження проводили на чорних БЛМ з електричною ємністю 0,4—0,6 
мкФ/см', що були сформовані з розчину фосфатидилхоліну (Біопрепарат, 
Харків) (ФХ) 25 мг/мл п-декана за методом Мюллера [7]. По обидва боки 
мембрани створювався симетричний розподіл іонів електроліту (KCI 0,1 М). 
Контроль за потоншенням ліпідної плівки проводився за допомогою біноку- 
лярного мікроскопу МБС-2 у режимі відбитого світла та за зміною в часі еле- 
ктричних параметрів мембрани. Величина останніх визначалась за допомогою 
аналізу циклічних вольт-амперних характеристик (ЦВАХ) БЛМ в зоні їхньої 
лінійності (U= +50 MB). Для цього стимулюючий сигнал трикутної форми з 
низькочастотного генератора Г-6 через хлор-срібний електрод подавався на 
мембрану, зміщуючи потенціал з частотою 0,01 Гц. Такі параметри вхідного 
сигналу давали нам можливість досліджувати ЦВАХ лише гідрофобної части- 
ни БЛМ, не враховуючи вкладів зони полярних голівок ліпідів та шарів струк- 
турованої води [3, 7]. Гідрофобний кор ліпідного матриксу є найчутливішим 
елементом СФЕ до дії різноманітних фізико-хімічних факторів оточуючого се- 
редовища і тому є вдалою моделлю для вивчення впливу екзогенних біорегу- 
ляторів на мембрани клітин. Зміна сили струму І через об'єм мембрани від на- 
пруги U описується таким рівнянням: 


Ге C, (90/49 + U/R,, (1) 


де C(dU/dt) — ємнісна складова, U/R,, - омічна складова (R, - опір мем- 
брани), 90/4 - швидкість зміни потенціалу на мембрані. Величина падіння 
потенціалу в точці реполяризації струму або півширина ЦВАХ характеризува- 
ла величину електричної ємності С, мкФ/см:. За кутом нахилу лінійної части- 
ни омічної складової струму визначали опір мембрани К або обернену до ньо- 
го величину - провідність С, нСм/см:. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


1. Вплив івіну на електричні параметри БЛМ 


Поступова модифікація фосфатидилхолінових БЛМ івіном концен- 
траціями з 10° до 10° М з цис-сторони викликали такі зміни електричних 
властивостей мембрани (рис.1). Часовий проміжок між внесеннями 
концентрацій становив 15 хв. Статистичні розрахунки виконували за 
допомогою пакета статистичної обробки Origin 5.0. 

Аналіз отриманих залежностей поставив перед нами питання про 
топографію розташування івіну в мембрані. Виходячи з припущення, що 
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lg [івін], M 


Рис.1 Вплив івіну на провідність та електричну ємність БЛМ. Ap — значення електрич- 
них параметрів немодифікованої мембрани. 


молекули івіну повністю занурюються до гідрофобного кору БЛМ, було 
сплановано експеримент, в якому на фоні 10" М препарату аналізувався вплив 
на мембрану іншого хімічного чинника (2,4-дихлороцетової кислоти або 2,4- 
Д). За нормальних умов (структурна цілісність) гідрофобний кор мембрани є 
абсолютно непроникним для молекул 2,4-Д (рис.2). Присутність у 
гідрофобній зон: ацильних ланцюгів тако! полярної молекули є 
термодинамічно дуже невигідним, тому молекули 2,4-Д адсорбуються в зоні 
поляних голівок, створюючи тим самим додатковий бар'єр для проникнення 
інших молекул. Однак, потрапляння 2,4-Д всередину мембрани при високих 
концентраціях призводить до збурень структури БЛМ, що є маркерною 
реакцією в наших експериментах. Якщо ефект зміни електричних 
характеристик БЛМ під дією івіну викликаний зміною параметрів саме об'єму 
мембрани, то ті структури мікродефекти, які утворюватимуться внаслідок 
проникнення івіну до БЛМ, будуть слугувати шляхами для проникнення в 
об'єм мембрани молекул 2,4-Д (рис.3). 


2. Визначення структури та енергії асоціації комплексу |Ал),-івін 


Аналіз взаємодії івіну з гідрофобним кором ліпідного матриксу був також 
проведений на спрощених комп'ютерних моделях. Попередні геометричні 
розрахунки показали, що при збереженні гексогонального характеру 
упакування молекул ліпіду (відстань між молекулами 0,5 нм [3]) в бішарі, 
безпосереднє молекулярне оточення для молекули івіну складатиметься з 
чотирьох ацильних ланцюгів (Ал). Використовуючи пакет програм квантово- 
механічних та молекулярно-динамічних розрахунків Hyper Chem 5.0., була 
побудована гіпотетична молекулярна модель комплексу [Ал], -івін (рис.4). Для 
кожного елемента комплексу були окремо проведені розрахунки ab initio 3 ви- 
користанням мінімального базису STO-3G (RHF spin pairing) при вакуумі 
(діелектрична стала s=1). Загальні електронні властивості комплексу після 
мінімізації його енергії визначали за наближенням CNDO (RHF spin pairing, 
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Ei Провідність 
El Ел.ємність 


Рис.2. Вплив 2,4-Д на провідність та електричну ємність БЛМ 


1,4 4 
в Провідність 


13- B Ел.ємність 


12 + 


lg [c]; М 


Рис.3. Вплив різних концентрацій 2,4-Д на фоні 10" М івіну на електричні параметри 
БЛМ. 

e=2,5). Геометрична оптимізація моделі проводилась за алгоритмом Polak- 

Ribiere [4]. Початково не враховувались сили електростатичної взаємодії між 

зарядженими групами молекул фосфоліпідів, тому представлена модель є знач- 

ним спрощенням реальної ситуації. 

Отримана таким чином модель була проаналізована на головний мінімум 
енергії системи за умов, аналогічних до умов попередніх підрахунків. Структу- 
ра комплексу [Az],-iBiH в ii основному стані представлена Ha рис.5. 

Дослідження часу життя та енергії асоціації комплексу |Алі|,-івін вивчали 
за допомогою методу молекулярної динаміки ММ+ [12] із збереженням даних 
за електронною структурою, отриманих у попередніх розрахунках. Динаміка 
комплексу була проаналізована при температурі 300 К за зміною у часі загаль- 
ної енергії [Ал],-івін, Е=/(7), (puc.6). 
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Рис.4. Базова модель комплексу |Алі|ц-івін 


Рис.5. Зміна структури комплексу [Ал]4-йв1н після мінімізації енергії системи (нахил 
ацильних ланцюгів до осі симетрії івіну становить приблизно 16°) 


Е, кДж/моль 


Е complex 


Puc.6. Динаміка загальної енергії Е комплексу [Ал|ц-івін при 300 К. Eg -- загальна 
енергія дисоційованого комплексу. 
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ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 


Стабілізація та структурна впорядкованість молекул фосфоліпідів у БЛМ 
залежить від балансу сил молекулярного притягування та відштовхування [1, 3, 
13], що можна представити як: 


AES TOES E, + Eu ВО + 2E + Ew ES. (2) 


де Ej, Eg — енергія відштовхування однойменних зарядів, що знаходяться 
на одній або різних поверхнях бішару, відповідно; Е, — енергія розклінюючо- 
го гідростатичного тиску; E., — енергія електрорестрикційного стискання; E 
2E? — енергія притягування різнодменних зарядів, що знаходяться на одній 
або різних поверхнях бішару відповідно; E,, — енергія Ван-дер-Ваальсових 
взаємодій між гідрофобними хвостами ліпідів; Е, - енергія поверхневого натя- 
гування. Взаємодія бішару з речовиною коригує значення кожного з елементів 
цієї рівності, але рівновага зсуватиметься в той чи інший бік відповідно до 
природи молекули-інкорпоранта. Вплив молекули-інкорпоранта на кожний 
доданок рівняння |2| прямо залежить від локалізації молекули в мембрані. 
Треба зазначити, що величини Е, та Е,, прямо залежать від електро-хімічного 
градієнта речовини-інкорпоранта, що створюється по обидва боки бішару. 

Молекула івіну за своєю природою не здатна відчутно змінити величини 
енергій електростатичної взаємодії між головками ліпідів Ед, але несе в собі 
значний запас дисперсійної енергії [5]. Тому при взаємодії з ліпідним бішаром 
молекула івіну характеризуватиметься лише параметрами E, та Ew. При низь- 
кому значенні хімічного градієнта (за концентрацій 10* М) розклинювальний 
тиск молекули-інкорпоранта на поверхню бішару буде досить незначним (E, = 
min), що дає змогу молекулі івіну без збурення структури гідрофобного кору 
поступово вмонтовуватися до об'єму останнього. Потрапляючи до ацильних 
хвостів фосфоліпідів, івін призводить до збільшення щільності їхнього упаку- 
вання за рахунок дисперсійних взаємодій. Про це свідчить зменшення іоної 
провідності БЛМ. Збільшення щільності бішару призводить до обмеження 
транс-гош-ротамерних перебудов по довжині ацильного ланцюга, що 
спричиняє його подовження. Потовщення гідрофобного кору, що фіксується 
за падінням електричної ємності, також свідчить на користь цього тверджен- 
ня (рис.1). Тому, на нашу думку, елементарний акт взаємодії івіну з БЛМ на 
цьому етапі можна описати як поступову "кристалізацію" її гідрофобної зони. 
3 отриманих в експеременті залежностей (рисі) видно, що при подальшому 
нарощуванні концентрації івіну до 107 М навіть при умові зростанні впливу E; 
загальне співвідношення E, / Eww прямує в бік стабілізаційних взаємодій. Про- 
цес потовщення БЛМ припиняється при концентрації 107 М, хоча щільність 
мембрани продовжує наростати. Загальне потовщення мембрани відносно не- 
модифікованої БЛМ становить 20-21%. У роботі [7] такі зміни товщини леци- 
тинових БЛМ спостерігалися під час фазових переходів "рідкий кристал — 
гель", що дає нам змогу стверджувати, що механізм мембранотропного ефек- 
ту івіну має бути аналогічним. 
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Факт впливу івіну саме на структури гідрофобного кору БЛМ підтверджу- 
ються в дослідах з використанням 2,4-Д. При збільшенні провідності мембра- 
ни, коли концентрація 2,4-Д зростає від 10° до 107 М (рис.3), можна стверд- 
жувати, що молекули 2,4-Д активно вмонтовуються за молекулами івіну, дес- 
табілізуючи своє молекулярне оточення. Розбіжність зміни електричних пара- 
метрів БЛМ за модифікації івіном при концентрації 10° М, що були зафіксо- 
вані в ході експеременту, пояснюється тим, що в часовому діапазоні 15 хв про- 
цес кристалізації об'єму мембрани ще не завершився і тому фіксується част- 
кова перевага деструктивних сил, що визначаються E,. Однак, вже через 30— 
35 хв після введення івіну сили десперсійної взаємодії з ацильними ланцюга- 
ми досить відчутно перешкоджають процесу інкорпорації 2,4-Д у мембрану і 
навіть значно послаблюють наслідки його дії. 

Зважаючи на сказане вище, можна вважати, що комп'ютерна модель ком- 
плексу [Ал],-івін (рис.4 i рис.5) має право на існування, а теоретичні засади, 
покладені в її основу є достовірними. За відсутності в моделі розклінювальних 
ефектів дисперсійні сили чітко проявляються в зміні структури комплексу. 
Гіпотетичний комплекс (рис.5), отриманий для основного мінімуму загальної 
енергії має структуру ацильних ланцюгів, подібну до гельової структури, вста- 
новлену в дослідах з ренгеноструктурного аналізу [3]. Енергія дисперсійних 
зв'язків всередині комплексу простежується за стрибкоподібним падінням 
рівня загальної енергії системи (рис.б) і дорівнює 9,4 кДж/моль. Час життя 
комплексу при температурі 300 K дорівнює 0,08—0,12 mc. Цікавим є також Te, 
що аналіз спектра коливань молекули iBiHy в [AJ1],-iBiH показав, що частота KO- 
ливань МО-групи знижується порівняно з вакуумом, в той час як коливання 
самого піридинового циклу значних змін не зазнають. Цей факт може свідчи- 
ти про стабілізацію комплексу дисперсійними взаємодіями. 

Збільшення щільності молекул фосфоліпідів під дією івіну створює додат- 
ковий бар'єр для проникнення в мембрану речовин з великим Вван-дер-Ва- 
альсовим радіусом (наприклад, іони важких металів) та речовин, які несуть в 
своєму складі кілька полярних угруповувань (галогенпохідні ароматичних та 
гетероциклічних сполук). Крім того, генеральний фазовий перехід ліпідного 
матриксу може значно вплинути на роботу багатьох мембранозв'язаних білко- 
вих комплексів, що входять до складу диференціаторних СФЕ плазматичної 
мембрани клітини. 


ВИСНОВКИ 


1. Препарат івін активно взаємодіє з гілрофобним кором ФХ-БЛМ в діа- 
пазоні концентрацій 10°—10° М. 

2. За рахунок дисперсійних взаємодій з ацильними ланцюгами ліпідів івін 
спричиняє кристалізацію гідрофобної зони БЛМ. При цьому імовірним є ут- 
ворення молекулярних комплексів [Ал|,-івін. 

3. Івін перешкоджає реалізації мембранотропних ефектів полярних екзо- 
генних речовин типу 2,4-Д. 
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МОДИФІКАЦІЯ РІДИННО-КРИСТАЛІЧНОЇ СТРУКТУРИ БІМОЛЕКУЛЯРНИХ 
МЕМБРАН М-ОКСИД-2,4-ЛУТИДИНОМ (IBIHOM) 


А.В. БИЧКО, В.К. РИБАЛЬЧЕНКО 


На чорних БЛМ методом циклічних вольт-амперних характеристик показано 
зростання щільності упакування ацильних ланцюгів та загальну кристалізацію гідро- 
фобного кору ліпідного бішару при модифікації його М-оксид-2,4-лутидином(івіном) 
у концентраціях 10°—10° М. Методи силового поля та молекулярної динаміки засто- 
совані для розрахунку енергії асоціації та часу життя комплексу [An]4-iBiH Ha спроще- 
них комп'ютерних моделях. Отримані результати обговорюються у площині теорії 
трансмембранної комунікації та мембранопротекторної дії івіну. 


МОДИФИКАЦИЯ ЖИДКОКРИСТАЛЛИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ 
БИМОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕМБРАН М-ОКСИД-2,4-ЛУТИДИНОМ (ИВИНОМ) 


А.В. БЫЧКО, В.К. РЫБАЛЬЧЕНКО 


На черных БЛМ методом циклических вольт-амперных характеристик показа- 
но увеличение плотности упаковки ацильных цепей и общая кристаллизация липид- 
ного бислоя при модификации ero М-оксид-2,4-лутидином (ивином) B концентраци- 
ях 10?—10? М. Методы силового поля и молекулярной динамики применены для pac- 
чета энергии асоциации и времени жизни комплекса |Ал|ц-ивин на упрощенных KOM- 
пьютерных моделях. Полученные результаты обсуждаются в плоскости теории транс- 
мембранной коммуникации и мембранопротекторного действия ивина. 
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ЧАСТОТНОЙ МОДУЛИРОВАННОЙ СТИМУЛЯЦИИ 
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CONTRACTION DYNAMICS OF THE ISOLATED 
FROG MUSCULE FIBRE AT THE HIGH-FREQUENCY 
MODULATED STIMULATION 


N.S. MIROSHNICHENKO, D.N. NOZDRENKO, I.A. ZALOILO 


Kyiv National Shevchenko University, Faculty of Biology, Department 
of Biophysics, Volodymyrska str., 64, 01033 Kyiv, Ukraine 


Abstract: The tensometric investigations of the skeletal muscle single fibers con- 
traction dynamics of m.tibialis of Rana temporaria frog were carried out in the 
isometric regime. The dynamic processes “external load — force”, developed by 
muscular fiber under the contractions caused by a change in the frequency of the 
modulated stimulation, which considerably exceeds physiological level, were 
investigated in detail. The decrease of the additional muscular force jump in the 
fore- tetanic region with an increase in the frequency of the stimulating signal was 
observed during the two-phase stimulation with the frequency of 70 Hz and the 
total duration of 6000 ms. It is shown that the increase of the duration of stimu- 
lation causes the changes in the non-stationary properties of muscular fiber. 


Ключевые слова: мышечное волокно, стимуляция, механизм мышечного 
сокращения, дополнительная мышечная сила. 


ВВЕДЕНИЕ 


Исследованию механизмов мышечного сокращения посвящено много ра- 
бот, но до настоящего времени не существует единой теории, объясняющей 
противоречия, возникающие в результате анализа экспериментальных данных. 
Наиболее распространенная модель сокращения скелетной мышцы, основан- 
ная на взаимном скольжении актиновых и миозиновых филаментов [1-2] не в 
состоянии объяснить природу нелинейных процессов, возникающих в мыш- 
це. В предыдущих наших работах [3-4] был проведен ряд тензометрических ис- 
следований динамики сокращения единичных волокон скелетной мышцы 
m.tibialis лягушки Капа temporaria в изометрическом режиме под воздействием 
модулированной стимуляции. Было показано, что перед переходом силы в фа- 
зу тетанического сокращения наблюдается скачкообразное возникновение до- 
полнительной мышечной силы. Было обнаружено увеличение скорости нара- 
стания силы сокращения в начальной фазе стимуляции и дальнейший ее спад 
в тетанусе при возрастании приложенной внешней нагрузки. По нашему мне- 
нию одной, из причин этого явления может быть нелинейный характер со- 
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Рис. 1. Силовые параметры сокращения одиночного волокна скелетной мышцы ля- 


гушки под влиянием двухфазной модулированной электростимуляции продол- 
жительностью 6000 мс с максимальной частотой 70 Гц. : а - кривые измене- 
ния силы сокращения мышечных волокон в зависимости от времени; 6 — вре- 
менная и геометрическая форма приложенной электрической стимуляции, 
первый временной участок 4000 мс; второй временной участок 2000 мс. в — 
кривые изменения скорости нарастания силы сокращения мышечных волокон 
во времени; г — ускорение нарастания силы сокращения волокон. Сплошная 
вертикальная линия показывает момент возникновения тетануса, пунктирные 
вертикальные линии разделяют временные участки стимуляции, поперечная 
пунктирная линия показывает продолжительность тетанического сокрашения 
(рис 16). На рис.1а стрелками показаны кривые изменения силовых парамет- 
ров волокна с наибольшей (Lay) и наименьшей (І. уд) внешней нагрузкой. 


кращения единичного волокна. Полученные результаты, по-видимому, можно 
объяснить ауксотоническим (промежуточным) характером сокращения. Ины- 
ми словами, часть саркомеров сокращается в изотоническом режиме, что обу- 
словливает появление нелинейности. Частично сократившиеся саркомеры ра- 
ботают в другом режиме — отличном от изометрии. Напряжение, которое они 
развивают, значительно превышает величину полученную для зависимости 
длина саркомера—напряжение для условий строгой изометрии [5]. Такое nmo- 
ведение мышечного волокна вписывается в модель сокращения за счет вкру- 
чивания миозиновых филаментов в трубкообразные структуры, образованные 
актиновыми филаментами [6-7]. Эта модель основана на двухкомпонентном 
характере сокращения: самом сокращении и упругом закручивании миозино- 
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вого филамента. В рамках этой концепции можно также объяснить возникно- 
вение дополнительной мышечной силы и наличие гистерезисных петель, по- 
лученных в нашей предыдущей работе [4]. 

Целью настоящей работы является дальнейшее исследование динамичес- 
ких параметров и нелинейного характера сокрашения мышечного волокна с 
учетом полученных нами ранее результатов. В частности, мы проанализирова- 
ли характер изменения динамической составляющей в нелинейной области за- 
висимости “сила сокращения — скорость нарастания силы сокращения" от па- 
раметров применяемой стимуляции. 


МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 


Исследования проводили на единичных волокнах мыши m.tibialis лягушки 
Rana temporaria. Один конец волокна соединяли с емкостным датчиком силы, 
противоположный конец — с электромагнитным линейным двигателем, поз- 
воляющим контролировать длину мышечного волокна согласно заданных ус- 
ловий. Стимуляцию проводили посредством двух металлических электродов, 
помешенных в исследовательскую камеру на расстоянии по 4 мм с двух сто- 
рон мышечного волокна. Стимуляция прямоугольными импульсами длитель- 
ностью 2 мс и частотой в интервале от 0,5 до 70 Гц была разделена на два вре- 
менных участка. Первый — с частотой от 0,5 до 70 Гц и продолжительностью 
4000 мс — соответствовал сокращению волокна до возникновения тетаничес- 
кой силы, а второй — продолжительностью 2000 мс и частотой 70 Гц — тета- 
ническому сокращению (рис. 16). Также производили стимуляцию с продол- 
жительностью первого и второго участка по 1000мс с максимальной частотой 
25 Гци 70 Гц, (рис. 38 и 25), соответственно. Параметры стимуляции задава- 
ли с компьютера и осуществляли посредством генератора импульсов. Период 
релаксации составлял 3 минуты. По полученным данным строили кривые за- 
висимости силы сокращения, скорости нарастания силы сокращения, ускоре- 
ния нарастания силы сокращения от времени, характера стимуляции и прило- 
женных внешних нагрузок с помощью программы Origin 5.0. Каждая из пред- 
ставленных кривых является результатом усреднения 10 отдельных экспери- 
ментов. Более подробно методика описана нами в работе [4]. 


РЕЗУЛЬТАТЫ 


На рис.За,в представлены кривые изменения силы сокращения мышечно- 
го волокна в зависимости от приложенной внешней нагрузки при модулиро- 
ванной стимуляции с максимальной частотой 25 Гц. Как видно, на первом 
участке стимуляции наблюдается увеличение силы до своего максимума. Сле- 
дует отметить, что перед переходом силы в фазу тетанического сокращения 
имеет место скачкообразное возникновение дополнительной мышечной силы 
длительностью несколько мс. Этот скачок имеет ярко выраженную тенденцию 
к росту по мере увеличения прилагаемых внешних нагрузок, котрый отсутст- 
вует при минимальных нагрузках. С увеличением приложенной внешней на- 
грузки развиваемая сила пропорционально увеличивалась как на участке, 
предшествующем тетанусу (увеличение угла наклона кривой), так и на тетани- 
ческом участке (рис. За). Скорость нарастания силы на первом участке стиму- 
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Рис. 2. Силовые параметры сокращения оди- 
ночного волокна скелетной мышцы ля- 
гушки под влиянием двухфазной моду- 
лированной электростимуляции про- 
должительностью 2000 мс с макси- 
мальной частотой 70 Гц. : а - кривые 
изменения силы сокращения мышеч- 
ных волокон в зависимости от времени; 
6 — кривые изменения скорости нарас- 
тания силы сокращения мышечных во- 
локон во времени; в — временная и ге- 
ометрическая форма приложенной эле- 
ктрической стимуляции. Вертикальные 
линии разделяют временные участки 
стимуляции. Все остальные обозначе- 
ния аналогичные рис. 1. 
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Рис. 3. Силовые параметры сокраше- 
ния одиночного волокна ске- 
летной мышцы лягушки под 
влиянием двухфазной модули- 
рованной электростимуляции 
продолжительностью 2000 мс 
с максимальной частотой 25 
Гц: Остальные обозначения 
аналогичные рис. 1. и рис. 2. 
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М, (кН/мс) ляции также увеличива- 
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ae После выхода в фазу те- 
за танической силы этот 
» ] й параметр имеет тенден- 
ae цию к незначительному 
i \ спаду с увеличением 
897 приложенной силы. 
an При применении 
OO Ee es стимулирующего сигнала 
0 cmm e ер т -» тс максимальной частотой 
V, макс, (мкН/мо) 70 Гц (рис. 2в) дополни- 
й ~ піп тельная мышечная сила 
j (ДМС) проявляется He- 
i значительно. Уменьше- 
2- б ние ДМС наблюдается 
v. Я при более низких значе- 
8] mex ниях приложенной вне- 
| \ шней нагрузки (рис. 2а) 
‘i по сравнению CO стиму- 
ляцией 25 Гц. Скорость 


zm жр ^ 02m ^ xm м’ жо ^ X9 Ен) нарастания силы He OT- 
личается при стимуляци- 
ях частотой 25 и 70 Гц 


Рис. 4. Кривые скорости нарастания силы — сила 
сокрашения мышечного волокна. а — зависи- (рис. 36, 26). 
мость скорости нарастания силы от максималь- Стимуляция мышеч- 


ной силы И волокна; б — зависимость ного волокна с макси- 

максимальной скорости нарастания силы от си- Y v 

лы сокращения волокна. Обозначения анало- мально наботи 70Гц H 
увеличением времени 


гичные рис. 1. 

стимуляции до 6000мс 
(4000мс — стимуляция нарастающего характера, 2000мс — стимуляция c посто- 
янной частотой 70Гц), приводит к практически полному отсутствию дополни- 
тельной мышечной силы на всех исследуемых уровнях приложенных нагрузок. 
Незначительное проявление ДМС наблюдается при больших амплитудах со- 
кращения волокна (рис. la). Следует отметить, что в последнем случае при 
увеличении продолжительности стимуляции мышечное волокно входит в фазу 
тетанического сокращения при физиологической частоте ~ 20 Гц. Отсюда сле- 
дует, что тетаническое сокращение возникает в фазе роста частоты. стимуля- 
ции и продолжается в условиях опыта около 5000 мс. Скорость нарастания си- 
лы не проявляла достоверных отличий от аналогичного параметра с макси- 
мальной частотой стимуляции 25 Гц (рис 1в). Ускорение нарастания силы 
практически не изменяет своих характеристик при изменении как стимулиру- 
ющей частотной компоненты, так и внешней силовой нагрузки (рис. Ir), что 
может свидетельствовать об отсутствии инерционной компоненты. 
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Кривая зависимости “максимальная сила сокращения — скорость нараста- 
ния силы” (рис. 4а) при стимуляции частотой 70 Гц показывает значительное 
линейное падение скорости нарастания силы и в то же время нарастание мак- 
симальной силы с увеличением приложенной нагрузки. Зависимость макси- 
мальной скорости нарастания силы от внешних нагрузок имеет экспоненци- 
альный характер (рис. 46). Сила, соответствующая участку с максимальным 
уровнем нарастания силы, как и на предыдущем графике, имеет тенденцию к 
увеличению с возрастанием нагрузки. 


ОБСУЖДЕНИЕ 


При исследовании динамики сокращения скелетных мышц накоплено 
большое количество данных, показывающих, что эти процессы нелинейны и 
имеют выраженную асимметрию временного течения [8-11]. Учет этих данных 
существенен для адекватного описания механизма мышечного сокрашения. В 
работе [12] показано, что нелинейные эффекты хорошо проявляются при сум- 
мации одиночных изометрических сокращений. Для исследования динамики 
мышечного сокращения также представляют интерес гистерезисные эффекты 
[9-10], причина возникновения которых до сих пор не установлена. Приме- 
ненный нами двухкомпонентный характер стимулирующего сигнала позволил 
обнаружить наличие нелинейности динамических процессов на временном 
участке, соответствующем фазе дотетанического сокращения. Согласно тео- 
рии равновесной точки [11,12] усилие, развиваемое мышцей, должно быть 
прямо пропорционально поступающей к мышечному волокну стимуляции. 
Наблюдаемое нами скачкообразное возникновение дополнительной мышеч- 
ной силы при двухкомпонентном характере стимулирующего сигнала проти- 
воречит данной концепции и не может рассматриваться только как реакция 
упругой компоненты мышцы. В пользу этого утверждения свидетельствует из- 
менение данного параметра в зависимости от величины внешней нагрузки. По 
нашему мнению, одной из причин возникновения дополнительной мышечной 
силы на этом участке можно считать нестационарные свойства сокращения 
единичного волокна, обусловленные наличием прочных связей в сократитель- 
ных элементах на молекулярном уровне, между актиновыми и миозиновыми 
филаментами скелетной мышцы. Основываясь на геометрии минимального 
сократительного элемента [6], можно считать, что эти связи образованы голо- 
вками молекул миозина. В рамках механизма сокращения [6,7] часть головок 
молекул миозина в состоянии покоя содержит АТФ и готова к осуществлению 
сокращения, напоминая сжатую пружину. Наблюдаемое экспериментально 
появление ДМС на начальной стадии сокращения не противоречит механиз- 
му сокращения, в рамках которого головки молекул миозина работают по оче- 
реди. Значительное уменьшение ДМС с увеличением частоты стимуляции вы- 
ше физиологической нормы и практически её отсутствие с увеличением дли- 
тельности стимуляции также не противоречит вышеупомянутой концепции 
сокращения. Наблюдаемое нами возникновение дополнительной мышечной 
силы и ее варьирование в зависимости от параметров стимуляции [4], а также 
увеличение скорости нарастания силы (рис. 36) при возрастании внешней на- 
грузки и ее постоянство после возникновения тетануса указывает на слож- 
ность механизма сокращения и требует дальнейшего изучения. Уменьшение 
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ДМС с увеличением частоты стимуляции выше физиологической нормы мо- 
жет свидетельствовать о роли кинетических характеристик гидролиза АТФ ми- 
озином. Возможно также, что уменьшение дополнительного кратковременно- 
го силового скачка в условиях высокочастотной стимуляции вызвано релакса- 
цией, которая существует между двумя циклами работы головки миозина, вре- 
менной порядок которой находится в пределах нескольких мс. 

Сокращение скелетной мышцы в рамках механизма вкручивания миози- 
новых филаментов [6-7] подразумевает такое пространственное положение го- 
ловок молекулы миозина, которое не позволяет раскручиваться миозиновому 
филаменту. Вследствие этого связь между актиновым и миозиновым фила- 
ментами остается стабильной, что может служить причиной возникновения 
дополнительного напряжения мышцы. 

Результаты, приведенные в данной работе дают дополнительную инфор- 
мацию об особенностях работы мышечного волокна, и указывает на сложный 
характер механизма мышечного сокращения. Несомненно, что учет этих дан- 
ных необходим при разработке адекватной концепции сокращения мышцы. 


ДИНАМІКА СКОРОЧЕННЯ ІЗОЛЬОВАНОГО М'ЯЗОВОГО ВОЛОКНА ЖАБИ 
ПРИ ВИСОКОЧАСТОТНІЙ МОДУЛЬОВАНІЙ СТИМУЛЯЦІЇ 


М.С. МІРОШНИЧЕНКО, Д.М. НОЗДРЕНКО, І.А. ЗАЛОЇЛО 


Проведені тензометричні дослідження динаміки скорочення поодиноких 
волокон скелетного м'язу m.tibialis жаби Rana temporaria в ізометричному режимі. 
Досліджувалися динамічні процеси "зовнішнє навантаження - сила", що розвивається 
м'язовим волокном при скороченнях, викликаних зміною частоти модульованої 
стимуляції, яка значно перевищує фізіологічний рівень. Показано, що при двофазній 
стимуляції частотою 70 Гц і загальною тривалістю 6000 ме спостерігається зменшення 
стрибка додаткової м'язової сили на дотетанічній ділянці зі збільшенням частоти 
стимулюючого сигналу. Зростання тривалості стимуляції викликало зміни 
нестаціонарних властивостей м'язового волокна. 


ДИНАМИКА СОКРАЩЕНИЯ ИЗОЛИРОВАННОГО МЫШЕЧНОГО ВОЛОКНА 
ЛЯГУШКИ ПРИ ВЫСОКОЧАСТОТНОЙ МОДУЛИРОВАННОЙ СТИМУЛЯЦИИ 


Н.С. МИРОШНИЧЕНКО, Д.Н. НОЗДРЕНКО, И.А. ЗАЛОИЛО 


Проведены тензометрические исследования динамики сокращения единичных 
волокон скелетной мышцы m.tibialis лягушки Rana temporaria в изометрическом режи- 
ме. Исследовались динамические процессы “внешняя нагрузка — сила”, развиваемая 
мышечным волокном при сокращениях, вызванных изменением частоты модулиро- 
ванной стимуляции, значительно превышающей физиологический уровень. Показа- 
но, что при двухфазной стимуляции частотой 70 Гц и общей продолжительностью 6000 
мс наблюдается уменьшение скачка дополнительной мышечной силы на дотетаничес- 
ком участкс с увеличением частоты стимулирующего сигнала. Возрастание продолжи- 
тельности стимуляции вызывает изменения нестационарных свойств мышечного во- 
локна. 
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ВПЛИВ ТЕМПЕРАТУРИ НА КОНЦЕНТРАЦІЮ ВІЛЬНОГО 
КАЛЬЦІЮ [Ca], І [pH], B ТИМОЦИТАХ 


В. Л. ЗИМА, Ю. В. СЕМЕНОВ, В. В. ГАНЧУРІН 


Кафедра біофізики Київського Національного Університету ім. Тараса 
Шевченка 


EFFECT OF TEMPERATURE ON THE FREE CALCIUM CON- 
CENTRATION [Ca], AND [pH], IN THYMOCYTES 


V. L. СУМА, YU. V. SEMENOV, У. У. GANCHURIN 


Abstract: The effect of temperatures between 15 °С and 37 °С оп [Ca*']; and [pH]; 
in thymocytes was investigated. By pH fluorescent indicator, BCECF, we have 
observed the little changes [pH]; (0,1 pH) in thymocytes , when the temperature was 
increased with 15 °C to 37 °C. The spectral analysis of indo-1 fluorescence in thymo- 
cytes at the different temperatures carried out. The free calcium concentration [Ca*']; 
was decreased, when the temperature increased from 15°C ([Ca*]; 4179512 nM) to 
37°C ([Ca"]; = 115-10 nM). 


Ключові слова: тимоцити, флуоресцентний спектральний аналіз, pH- 
чутливий зонд BCECF, 1ндо-1, [pH]; [Ca]; 


ВСТУП 


Внутрішньоклітинна концентрація кальцію |Са"|, яка підтримується на 
низькому рівні (близько 107 моль/л) завдяки роботі специфічних мембранних 
структур [1-4], є важливою фізіологічною характеристикою збудливих і незбу- 
дливих клітин. Відхилення від базального рівня | Са"), можуть характеризувати 
фізіологічну активність клітин або давати певну інформацію про патологічний 
стан біологічних об'єктів. Зміни [Ca^], через деполяризацію мембрани чи дію 
гормонів, мітогенів тощо, відіграють головну роль в механізмах сигнальної 
трансдукції, яка призводить до різних фізіологічних відповідей, -- рухливості, 
секреції, нейротрансмісії, проліферації або диференціації клітин. Часто зі змі- 
ною |Са"); відбуваються зміни [pH]; [5], в результаті чого можуть змінюватися 
кальційзв'язуючі характеристики флуоресцентних зондів, а це може погіршу- 
вати кількісну оцінку цитозольного |Са"),. В багатьох випадках модельні дослі- 
дження на клітинах проводяться при кімнатній температурі і тоді постає питан- 
ня, чи отримані величини [Ca]; при кімнатній температурі будуть такими ж 
при 37 °С. 

В цій статті за допомогою кальційчутливого зонда індо-1 та рН-чутливого 
зонда ВСЕСЕ досліджено вплив температури на концентрацію вільного каль- 
цію [Ca^]; i [pH], в тимоцитах щура. 
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МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Реєстрація спектрів флуоресценції і спектрів збудження. Спектри індо- І та 
рН-чутливого зонда ВСЕСЕ в розчинах та суспензії клітин тимоцитів, запису- 
вались на спектрофлуориметрі СДЛ-2. Флуоресценцію індо-1 збуджували на 
довжині хвилі 2.6 -390нм. Спектри збудження BCECF реєстрували на 
Aj=535HM. Флуоресценція індо-1 та ВСЕСЕ реєструвалась під кутом 90° до 
променя збуджуючого світла з | см кювети в спектральному інтервалі від 360 
до 600нм та від 360 до 530HM, відповідно, з смугою пропускання 0.5нм на мо- 
нохроматорі флуоресценції. 

Тварини. В експериментах використовувалися самці щурів лінії Wistar albi- 
по зіохо масою 200--250 г. Щури забивались шляхом декапітації. Видалений 
тимус розміщували в бюкс на льоду з холодним розчином Кребса (+4 — +7 
°C) з концентрацією CaCl, 1,2 мМ. Видалений тимус перетирали через ситеч- 
ко із синтетичного волокна, поливаючи холодним розчином Кребса. Суспен- 
зію центрифугували 10 хв. при 1500 об/хв, надосадову рідину зливали і ресус- 
пендували осад. Кількість клітин підраховували в камері Горяєва. 

Навантаження клітин флуоресцентними зондами indo-1/AM i BCECF/AM. 

Отриману суспензію тимоцитів (5:105 кл/мл) навантажували 1ндо-1/АМ 
(маточний розчин індо-1 IMM в ДМСО). Кінцева концентрація індо-1/АМ в 
середовищі навантаження мала величину 10 мкМ. Додавався Pluronic Е-127 
(0.05% в середовищі навантаження) для покращення розчинення 1ндо-1/АМ. 
Навантажування клітин зондом індо-| проводилося | год при температурі 37 
°С. Після навантаження клітини відмивались від зовнішнього 1ндо-1/АМ цен- 
трифугуванням (3 рази). 

Для контролю за внутрішньоклітинним рН тимоцити навантажувались 
ВСЕСЕ/АМ. Кінцева концентрація BCECF/AM в середовищі навантаження 
становила 0,5мкМ (0,05% Pluronic Е-127). Навантаження тривало 0.5 год. при 
37 °С. Від зовнішнього ВСЕСЕ/АМ клітини відмивались центрифугуванням (3 
рази, 1500 об/хв). Контроль кількості загиблих клітин проводили підрахову- 
ванням зафарбованих трипановим-голубим клітин в камері Горяєва (20мкл су- 
спензії клітин, 20мкл трипанового-голубого) до навантаження індо-1 i після 
навантаження та відмивання. В усіх експериментах кількість загиблих клітин 
не перевищувала 10%. Навантаження зондом не збільшувало кількості загиб- 
лих клітин. 


РЕЗУЛЬТАТИ І ОБГОВОРЕННЯ 


Для контролю зміни [рН]; в тимоцитах при різних температурах клітини 
навантажували рН-чутливим зондом ВСЕСЕ/АМ (0,5 мкМ). Спочатку ми здій- 
снили калібрування ВСЕСЕ (500 нМ) при різних температурах в розчині 100 
MM KCI (іонна сила розчину u=0,1), змінюючи в широких межах рН цього 
розчину. На рис. 1, А представлені спектри збудження ВСЕСЕ від рН при тем- 
пературі 22 °С. За спектрами збудження флуоресценції ВСЕСЕ, які записува- 
лись при різних pH (рис І, А), знаходився двохвильовий параметр RI, / 1,40, 
де Ly — інтенсивність флуоресценції на довжині хвилі збуджуючого світла 
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| А R' 5 


6 7 8 9 


HM pH 
Рис. 1. Калібрування рН-чутливого зонду BCECF (500 HM): А — спектри збудження 
ВСЕСЕ (Аф=535нм), при різних РН: 1—5.41; 2—6.41; 3—6.72; 4—7.17; 
5—7.47; 6—7.94; 7—9.4. Б—калібрувальна крива залежності R‘ від рН; t=22°C, u=0.1 


^5=490нм, де інтенсивність флуоресценції ВСЕСЕ значно залежить від вели- 
чини pH; 140 — інтенсивність флуоресценції в ізоемісійній точці спектру 36y- 
дження ВСЕСЕ. Концентрацію протонів у розчині розраховували за таким ма- 
тематичним виразом: 


hex хох ка) (1) 

де Ry Ta Rg — відношення [490/140 в кислому (pH 5.4) ra лужному (pH 9.4) 
середовищі, відповідно; ф=[ 440/40 — Відношення інтенсивностей флуоре- 
сценції ВСЕСЕ в кислому (Ias) i в лужному (Івцо) середовищах, відповідно; 
Ка — константа дисоціації ВСЕСЕ. Отримали такі калібрувальні параметри 
Ваг 1.74, Кв=9.68, ф=1. 

Розв'язавши рівняння (1) відносно В’, ми одержали сигмоїдну залежність 
R’ від концентрації протонів в розчині при t=22 °С (рис 1, b) і методом 
найменших квадратів для нелінійних функцій отримали рК.=7.04+0,069. Ця 
величина практично збігається 3 рК.=7.0 для ВСЕСЕ в каталозі Molecular Рго- 
bes (2001). В розчині з САБ (7мкМ) pK, BCECF має таку ж саму величину 
рКа=7.04+0.055. Отже, на відміну від індо-1, рН-чутливий зонд не зв'язується 
з білками, що мають в своїй структурі гідрофобні сайти. Це дає підставу при- 
пустити, що в тимоцитах розчинні цитоплазматичні білки не будуть впливати 
на флуоресцентні характеристики ВСЕСЕ. Таке ж калібрування було 
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Рис. 2. Спектр збудження флуоресценції ВСЕСЕ (0.5мкМ) в тимоцитах (1ф=535нм); t=22 °С 


проведене при 15, 29 та 37 °С. Були отримані такі калібрувальні параметри: 
при 15 °С (В. «1.97, В=10.26, ф=1, рК.=7.09-0.029); при 29 °С (В, 129, 
R,=9.7, ф=1, pK g=6.92+0.033); при 37 C (К,=1.82, RB=9.58, q-l, 
pK,=6.5+0.028). Ці калібрувальні параметри були використані для оцінки [pH]; 
цитозолю тимоцитів при різних температурах. 

На рис. 2 представлений спектр збудження флуоресценції ВСЕСЕ в 
тимоцитах при 22 "С. З цього спектру ми знайшли параметр В’=6.3+0.024 
(пе 3), за яким і формулою (1) було знайдене [pH];,=7.21+0.02 в цитозолі тимо- 
цитів. Визначена нами при 22 "С величина [рН], в тимоцитах близька до 
[pH],=7.15, отриманою при кімнатній температурі з використанням іншого 
рН-чутливого зонда квн | [6]. Залежність pH від t "С, отримана в цитозолі 
тимоцитів представлена на рис. 3. При збільшенні температури від 15 "С до 37 °С 
спостерігається незначне закислення (20.1 + 0.05 (п=4) одиниць рН) цитозолю 
тимоцитів. Невеликі зміни [pH]; (0,1—0,2 одиниць pH), але в напрямку 
залуження цитозолю, були виявлені при кімнатній температурі під дією міто- 
генної речовини конкаваліну А на лімфоцити і тимоцити [7]. Ці невеликі 
відхилення [pH], від стаціонарного рівня концентрації H^" пояснюються 
значною буферною ємністю цитозолю тимоцитів і участю такого ре- 
гуляторного механізму, як Ма"-Н"--антипорт [8]. 

Ми провели дослідження впливу температури на базальний рівень [Ca^]; в 
тимоцитах, навантажених індо-1 (5 MKM). Для контролю зміни [pH]i ці ж клі- 
тини навантажувалися рН-чутливим зондом ВСЕСЕ (0,5 мкМ). Як було пока- 
зано вище, зростання температури від 15 до 37 "С викликає невелике закис- 
лення цитозолю тимоцитів, але такі зміни рН практично не впливають на ка- 
льційзв'язуючі характеристики 1ндо-1, який, як і Са" -хелатор ВАРТА, є стій- 
ким до невеликих (40,5 одиниць рН) змін pH. 
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Рис. 3. Залежність [pH]; тимоцитів від температури середовища. 


На рис. 4, А представлені спектри флуоресценції індо-І в тимоцитах при 
різних температурах. Зменшення інтенсивності флуоресценції зі зростанням 
температури в основному обумовлене температурним гасінням флуоресценції 
індо- 1. Для оцінки базального рівня [Ca*] в тимоцитах при різних температу- 
рах ми провели спектральне розкладання інтегральних спектрів флуоресценції, 
як це було запропоновано нами раніше [9], що дозволило знайти спектральні 
внески (а, В, у) трьох форм (L, LM i LP) 1ндо-1 в інтегральний спектр флуоре- 
сценції зонду (табл. 1). 

Як видно з таблиці, спектр флуоресценції ІР-форми майже не змінюєть- 
ся, про що свідчить сталість середньої величини у в досліджуваному темпера- 
турному інтервалі: ү=0.27 + 0.03. Ha фоні незмінної ІР-форми чітко спостері- 
гається спектральний перерозподіл Mix LM- і Г-формами, — із зростанням 
температури збільшується внесок В кальційзв'язаної [М-форми і зменшується 
внесок а кальційвільної [ -форми індо-1. Співвідношення В/а, цих двох форм 
майже в 2 рази збільшується при зростанні температури від 15 до 37 °С. 


ТАБЛИЦЯ 1. Концентрація вільного кальцію [Са2+]1 (n=5) та перерозподіл 


t CC) o в о у к (Ca) (uM) 
15 0,4 0,3 0,29 0.52 179412 
22 0,38 0,32 0,29 0.54 144+8 
29 0,36 0,39 0,25 0.63 130+5 
37 0,31 0,46 0,24 0.65 115+10 
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Рис. 4. Спектри флуоресценції 1ндо-1 (5мкМ) в тимоцитах при різних температурах: 
А -- інтегральні спектри флуоресценції зонда; Б -- спектри флуоресценції індо- 
І після вилучення з інтегральних спектрів (А) спектрального внеску ІР-форми. 


Для кількісної оцінки |Са"), ми вилучали спектр ГР-форми з інтегральних 
спектрів (рис. 4, А) флуоресценції індо-1. З отриманих, після вилучення CIE- 
ктра ІР-форми спектрів (рис. 4, Б) був знайдений двохвильовий параметр R= 
110/9; Відношення інтенсивностей флуоресценції індо-І на двох довжинах 
хвиль 410 і 495 нм (табл. 1). За параметром В і формулою (2) [19]: 


R T R min 


[Са] еко В. о | 


(2) 


де Кии, Ки» Ка i В калібрувальні параметри, які були отримані раніше 
[9], ми знайшли [Ca]; B тимоцитах при різних температурах (табл. 1). Як 
видно з таблиці 1, при зростанні температури від 15 °С до 37 °С базальний 
рівень [Ca]; знижувався в 1,56 раза. 

Подібний температурний ефект був виявлений в роботі [11]: при зростан- 
ні температури від 13 °С до 38 °С спостерігалося зменшення базального рівня 
[Ca]; в ізольованих клітинах із залози носа каченят, яка виділяє сіль. Отри- 
мані нами дані показують, що базальний рівень [Ca^], в тимоцитах при 37 °С 
помітно нижчий, ніж при кімнатній температурі. Можливо, це обумовлено 
тим, що при зростанні температури збільшується швидкість роботи Са" -помп 
і Ма*-Са”-обманниюв плазматичної мембрани i Са?" -помп ендоплазматичного 
ретикулуму, що сприяє підтримуванню концентрації Са" на нижчому рівні. 
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ВПЛИВ ТЕМПЕРАТУРИ НА КОНЦЕНТРАЦІЮ ВІЛЬНОГО КАЛЬЦІЮ [Са?], I 
[рН]; В ТИМОЦИТАХ 


В.Л. ЗИМА, Ю.В. СЕМЕНОВ, В.В. ГАНЧУРІН 


Досліджено вплив температури в інтервалі від 15 °С до 37 °С на [Ca™]; i [pH]; в 
цитозолі тимоцитів. За допомогою рН-чутливого зонда ВСЕСЕ показано, що при зростан- 
ні температури від 15 °С до 37 °С [pH]; незначно знижується (0,1 одиниць pH). Викори- 
стовуючи метод спектрального розкладання флуоресценції 1ндо-1 в тимоцитах, знайдено 
зниження базального рівня [Са*]; при збільшенні температури: при 15°C ([Ca*]; = 179-12 


HM) і при 37°C ([Са?]; = 115-110 HM). 


ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА КОНЦЕНТРАЦИЮ СВОБОДНОГО КАЛЬЦИЯ 
[Ca]; И [pH], B ТИМОЦИТАХ 


В.Л. ЗИМА, Ю.В. СЕМЁНОВ, В.В. ГАНЧУРИН 


Исследовано влияние температуры в интервале от 15? С до 37 °С на [Ca”™]; и [pH]; 
в цитозоле тимоцитов. С помощью рН-чувствительного зонда ВСЕСЕ показано, что при 
росте температуры от 15 °С до 37 °С [pH]; незначительно понижается (0,1 единиц рН). 
Используя метод спектрального разложения флуоресценции индо-1 в тимоцитах, 
установлено снижение базального уровня |Са" |; при росте температуры: при 15°C (ГСа"), 
= 179+12 HM) і при 37°C ([Са?]; = 115+10 HM). 
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Abstract: The influence of mm-range electromagnetic radiation (EMR) within 
37,5 — 78 GHz band on physiological parameters and destructive activity of bac- 
teria having different sensitivity to cyanide, being toxic for the living organisms, 
was experimentally studied. It is most probable that in a bacterial cell a target for 
mm-waves is a plasmatic membrane in which energy transformation systems are 
localized (ATPase among them), as well as the ferments sensitive to cyanide 
(cytochromes), and also the ferment (cyanidoxygenase) due to which cyanide is 
destructed to ammonia and carbon dioxide. The experiment studied the dynam- 
ics of ATPase activity of plasmatic membranes, electrosurface properties of the 
cells (electrokinetic potential G ), as well as their destructive activity under the 
influence of mm-range EMR. The specimens were exposed to the action of low- 
intensity mm-range EMR from G4-141 and G4-142 signal generators with the use 
of pyramidal megaphone like waveguide antenna. Considerable increase of 
ATPase activity of membranes and G-potential for Pseudomonas strain which is 
cyanide destructor was observed. The effect of mm-range EMR action retained 20 
hours later after the cells growth on cyanide-containing nutrient medium. The 
Alcaligenes strain, non-resistant to cyanide, responded to radiation by ATPase 
activity variation much weaker, nevertheless surface charge increased depending 
on mm-range EMR frequency. There were observed maximal values of the 
respective indices for both strains within 54-60 GHz frequency range. Destruction 
of sodium dicyanargenate by Pseudomonas bacteria irradiated by mm-range waves 
was more intensive over the whole frequency interval, with a certain peak value 
at 54 GHz frequency in a day after incubation. Maximal index retained during 
the second incubation day, and on the third day the difference between the native 
and irradiated cells disappeared. 


Ключевые слова: миллиметровое электромагнитное излучение, бактериаль- 
ные клетки, деструктивная активность, цианиды. 
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Изучение влияния микроволнового излучения на реакцию клетки в присутствии цианида 


На протяжении последних 30 лет появляются интересные научные и 
прикладные публикации, посвященные эффектам воздействия низкоинтен- 
сивного электромагнитного излучения (ЭМИ) миллиметрового диапазона на 
биологические объекты различного уровня организации, в том числе на мик- 
роорганизмы. В мембранах эукариотов и прокариотов было обнаружено 
разрушающее действие высокочастотных полей, связанное с усилением пере- 
кисного окисления липидов и снижением активности эндогенных антиокси- 
дантов [1,2]. Наблюдалась стимуляция роста сине-зеленых водорослей при 
длине волны 8,33 мм, повышение выживаемости клеток при действии хими- 
ческих мутагенов (совместно с постоянным магнитным полем) [3]. Установлен 
эффект повышения антагонистической активности бацилл после обработки 
высокочастным полем [4], а также стимуляция размножения у культур Bacillus 
mesentericus и Pseudomonas fluorescens при длинах волн 10,30, 10,40 и 39,60 мм 
[5]. Напротив, подавление роста у обеих культур соответственно на 40 и 30% 
наблюдалось при длинах волн 10,35, 10,45 и 39,55 мм [5]. В работе [6] указы- 
вается на восстановление активности продуцента антибиотика олеандомици- 
на, которая утрачивалась при хранении, после облучения электромагнитными 
миллиметровыми волнами. Активность свежей культуры после облучения бы- 
ла на уровне контрольной. 

При всем разнообразии данных о влиянии электромагнитных миллиметровых 
волн на микроорганизмы их анализ позволяет отметить некоторую закономерность. 

Во-первых, как стимуляция, так и ингибирование физиологических пока- 
зателей бактерий происходит в узком диапазоне частот, что указывает на ре- 
зонансный характер воздействия. 

Во-вторых, облучение во многих случаях позволяет микробной клетке со- 
хранить нормальные физиологические показатели при неблагоприятных усло- 
виях, а иногда даже способствует их стимуляции. В связи с этим интересно 
было сравнить биологический эффект электромагнитных миллиметровых 
волн, в частности, влияние миллиметрового облучения на физиологические 
параметры и деструктивную активность бактерий, которые отличаются по чув- 
ствительности к цианиду, известному своей высокой токсичностью для живых 
организмов. Это представлялось тем более интересным, что методы биологи- 
ческой очистки цианидсодержащих отходов составляют реальную альтернати- 
ву химическим методам, однако проигрывают им по скорости процесса, что 
побуждает вести поиск факторов, способствующих интенсификации процесса [7]. 

ЭМИ миллиметрового диапазона длин волн сильно поглощается водой, 
поэтому при облучении водной биосуспензии с ЭМИ взаимодействуют клет- 
ки в тонком (толщиной - | мм) приповерхностном слое. 

Целью настоящего исследования было оценить степень воздействия мил- 
лиметрового электромагнитного излучения малой интенсивности на устойчи- 
вые и чувствительные к цианидам микроорганизмы. Мы полагали, что анализ 
деструктивной активности одновременно с контролем за изменением энерге- 
тических параметров клетки и электрических свойств ее поверхности окажет- 
ся весьма полезным при оценке биологического воздействия мм-волн в широ- 
ком диапазоне частот 37,5 — 78 ГГц. В качестве контролируемых параметров 
были выбраны АТФазная активность, электрокинетический потенциал, дест- 
руктивная активность и рост культур. 
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Объекты и методы исследования 


Для исследований были использованы два штамма бактерий: Pseudomonas 
fluorescens B5040 и Alcaligenes eutrophus CH34. P.fluorescens В5040 — техногенньй 
штамм, выделенный из хвостохранилища золотоизвлекательной фабрики. Он 
обладает высокой устойчивостью к цианидам. Минимальная ингибирующая 
концентрация цианида на бедной среде составляет 5 мМ, максимальная толе- 
рантная концентрация — 3 мМ. Штамм деградирует простые цианидь и ком- 
плексы с металлами до аммиака и диоксида углерода, устойчив к тяжелым ме- 
таллам и к мышьяку в широком диапазоне концентраций. Штамм A.eutrophus 
CH34 предоставлен научным центром VITO (Бельгия), он обладает плазмид- 
детерминированой стойкостью к тяжелым металлам, однако весьма чувствите- 
лен к цианидам и выбран для сравнения. 

Клетки P.fluorescens B5040 выращивали глубинным способом в колбах Эр- 
ленмейера на качалках при 28-30°С в питательной среде 5M следующего co- 


става (г/л): KH,PO, - 2, K,HPO, - І, Ма. СО: 10 Н.О - 0,5, MgSO, - 0,3, NaCl- 
0,1, МаСМ -0,05, Ма-глюконат - 2, пептон- 0,5. 18-часовую прекультуру бакте- 
рий (поздняя экспоненциальная фаза роста) стушали центрифугированием, 
отмывали в свежей питательной среде 5M, содержащей цианид, а затем pecy- 
спендировали в 4 мл этой же среды. 

Для облучения 0,5 мл приготовленной суспензии клеток помещали в 
специальную овальную лунку пластикового контейнера диаметром 20 мм. Тол- 
щина облучаемого слоя не превышала 2 мм. В качестве источников 
миллиметрового излучения использовали генераторы сигналов высокочастот- 
ные [4-141 (диапазон генерируемых частот 37,5—53,57 ГГц; сечение волново- 
да - 5,2x2,6 mm’) и Г4-142 (диапазон генерируемых частот 53,57—78,33 ГГц; ce- 
чение волновода — 3,6x1,8 мм’). Мощность генераторов контролировалась тер- 
мисторным измерителем мощности M3-22A с преобразователями М5-49 и M5- 
50, подключаемыми к волноводному тракту через направленные ответвители с 
переходным ослаблением 18 — 20 дБ и направленностью не менее 30 дБ. Ан- 
тенну излучателя в виде пирамидального волноводного рупора с выходной 
апертурой 2 cM? подводили сверху вплотную к облучаемому образцу клеточной 
суспензии. Продолжительность облучения составляла 20 мин. при выходной 
мощности генераторов 10 мВт. Чтобы оценить вклад злектромагнитного поля 
в адаптацию клеток к неблагоприятным условиям (в данном случае к циани- 
дам) облучение проводилось в среде, содержащей от 30 до 70 мг/л цианидов. 

Сразу же после облучения суспензию клеток делили на две порции. Боль- 
шую часть использовали для выделения мембранной фракции, меньшую - как 


иннокулят для засева в колбы со средой 5M, содержащей 70 мг/л CN"(NaCN), 
и собирали выросшую биомассу через 20 часов роста. Процедура выделения 
мембранной фракции включала следующие операции: биомассу осаждали на 
центрифуге в течение 10 мин на 6000 об/мин, затем отмывали в среде, содер- 
жащей 10 мМ Трис-НС и 3 мМ MgCl, при pH 7,5. Осадок ресуспендировали 
в 5 мл раствора того же состава и обрабатьвали ультразвуком (частота излуче- 
ния 22 КГц, ток 0,5 А, четырехкратная обработка по 30 с). Образовавшийся 
диспергат центрифугировали (3000 об/мин, 10 мин), чтобы отделить крупные 
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фрагменты клеток и неразрушенные клетки. Надосадочную жидкость отделя- 
ли и центрифугировали повторно при 10000 об/мин. При этом в осадке соби- 
ралась суммарная мембранная фракция, т.н. сферопласты. Осадок отделяли, 
ресуспендировали в среде, содержащей 10 мМ Трис-НСІ, 3 MM MgCl, рН 7,5. 
Каждую порцию клеточных мембран в отдельных экспериментах характеризо- 
вали на содержание белка методом Лоури [9 ]. 

Удельную АТФазную активность препаратов мембран регистрировали по 
скорости накопления неорганического фосфата (P,) в среде при гидролизе 
АТФ. Реакция гидролиза протекала при температуре 30°С. Концентрацию фо- 
сфора определяли методом Фиске-Суббароу [10 ]. 

Электрофоретическую подвижность клеток измеряли методом микроэлек- 
трофореза в прямоугольной ячейке закрытого типа в ручном режиме регистра- 
ции клеток. Величину электрокинетического потенциала (C) рассчитывали по 
формуле Смолуховского [11]. Измерения электрофоретической подвижности 
проводили в буферном растворе Мак-Ильвена. Для этого клетки после облу- 
чения отмывали на центрифуге в указанном растворе, а затем ресуспендиро- 
вали в свежей порции буферного раствора. 

Для повышения воспроизводимости данных все эксперименты проводили 
сериями на клетках одного урожая. 


Полученные результаты и их обсуждение 


Были выполнены эксперименты по влиянию электромагнитного излуче- 
ния в диапазоне частот от 37,5 до 78 ГГц на эффективность микробной дест- 
рукции дицианаргентата натрия NaAg(CN),. Данный комплекс термодинами- 
чески и кинетически достаточно устойчивый и самопроизвольно распадается 
очень медленно. Суспензию клеток деструктора Р. fluorescens B5040 облучали 
миллиметровым ЭМИ в среде, содержащей NaCN, и использовали как инно- 
кулюм для засева в питательную среду, содержащую NaAg(CN),. На рис.1 
представлены данные об эффективности микробной деструкци цианида, вхо- 
дящего в состав комплекса, в зависимости от частоты электромагнитного по- 
ля и продолжительности инкубирования. Видно, что через сутки в колбах, со- 
держащих клетки, предварительно обработанные электромагнитным излучени- 
ем во всем интервале частот, глубина микробной деструкции цианидного ком- 
плекса серебра была почти на 30% выше по сравнению с контролем, содер- 
жавшим необлученные клетки. На частоте 54 ГГц деструкция была максималь- 
ной и достигала 53%. На вторые сутки скорости деструкции образцами натив- 
ных и облученных клеток практически сравнялись. Однако для образца, обра- 
ботанного ЭМИ с частотой 54 ГГц, показатель деструкции все еще оставался 
максимальным. На третьи сутки разница в показателях деструкции между об- 
лученными и необлученными клетками уже не обнаруживалась. 

Показатели роста культуры при всех режимах облучения и в контроле от- 
личались не более, чем на 8%. По этой причине рост не являлся показатель- 
ным для оценки биологического действия миллиметрового ЭМИ. Возможно, 
это объясняется тем, что дицианаргентат натрия обладает значительным оли- 
годинамическим действием, связанным с входящим в его состав помимо циа- 
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[CN], мгіл нида серебром. Рост клеток в мине- 
Joe ———— € ральной среде 5M был небольшим с 

p | заметной лагфазой в начальный пе- 
| риод. 


Как видно, миллиметровое облу- 
чение инокулюма оказывало перво- 
начальное стимулирующее воздейст- 
вие на цианиддеструктивную актив- 
С МА ЛЕО РН ЗБ ре ность штамма P.fluorescens В5040, но 

ок (o 19 3 ы ют, He Ha его рост. Эффект воздействия 
сохранялся не более 24 часов и пол- 

Рис.1. Кинетика деструкции дицианарген- ностью нивелировался на третьи сут- 
И МА ЕОС УЕН ки. Кроме того, была отмечена об- 


P.fluorescens В5040 в зависимости б 54 ГГ 
от частоты облучающего электро- ласть частот, олизкая к ц, соот- 


магнитного поля. 1 — непосредст- ВЕТСТВУЮЩАЯ наибольшему стимули- 
венно после облучения, 2 — через рующему воздействию миллиметро- 
bcne пе зно 
ток. Облучали иннокулят клеток Каким же образом Е МИЯ 
перед засевом. нитное поле воздействует на клетки 
деструктора цианида ? В ряде иссле- 
дований [12,13,2] плазматические мембраны рассматриваются как возможные 
мишени при воздействии миллиметрового ЭМИ на биологические объекты. В 
работе [14] на примере плазматических мембран листа зеленого растения по- 
казано, что фотосинтетически активное и миллиметровое излучение оказыва- 
ли одинаковое энергизующее воздействие, вызывая активный транспорт ионов 
водорода через энергопреобразующие мембраны тилакоидов. 
В [15] была показана взаимосвязь физиологической активности бактерий 
с активностью АТФазы - одного из ключевых ферментов энергетического ме- 
таболизма. На это также косвенно указывают приведенные в [16] данные по 
влиянию цианидных комплексов переходных металлов на трансмембранный 
потенциал бактериальной клетки. Отмеченный экстремальный рост мембран- 
ной разности потенциалов при малых концентрациях цианидных комплексов 
золота, серебра и меди может быть вызван индукцией АТФазной активности 
мембран малыми концентрациями указанных солей. Аналогично в [17] уста- 
новлена индукция АТФазной активности в мембранных фракциях устойчивых 
к мышьяку клеток в определенном интервале концентраций арсенита и арсе- 
ната натрия. Указывается также на корреляцию в изменениях мембранного и 
электрокинетического потенциалов у клеток P.fluorescens B5040 в зависимости 
от концентрации и состава цианида [16]. В настоящем исследовании знерге- 
тическим параметрам также было уделено особое внимание. | 
Анализ полученных нами частотных зависимостей удельной АТФазной ак- 
тивности (А,д) клеточных мембран и электрокинетического потенциала клеток 
свидетельствует о чувствительности этих параметров к внешнему миллиметро- 
вому ЭМИ. Как видно из рис. 2, АТФазная активность мембран нативных (не 
обработанных) клеток устойчивого к цианидам штамма Р. fluorescens В5040 бы- 
ла заметно ниже, чем у клеток, обработанных ЭМИ в интервале 54—78 ГГц. 
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После 20-и минутного облучения на час- 
тоте 54 ГГц, активность мембранной 
АТФазы возросла почти на 20% как в 
культуре, в которой измеряли этот пара- 
метр непосредственно после обработки, 
Sagem так и B суточной культуре, которая после 
10004 аттана, р, ug обработки инкубировалась в среде 5М, 

Р | содержащей 70 мг/л цианидов. Зависи- 
мость от частоты имела немонотонный 
характер с перегибом при 60 ГГц. После 
обработки полем с частотой 78 ГГц 

АТФазная активность существенно повы- 

И шалась. 

Рис.2. Зависимость удельной АТФаз- В отличие от предыдущего штамма 
ной активности Ауд клеточ- реакция чувствительного к цианидам 
ных мембран свежеоблучен- штамма A.eutrophus CH34 на обработку 
ных(1) и инкубированных NO- электромагнитным излучением с часто- 
сле облучения (2) клеток той 54 ГГц и 60 ГГц, выразилась в сниже- 


A.eutrophus CH34 и их злект- 
рокинетического потенциала НИИ Ау» а при более высоких частотах B 


С (3) от частоты облучающего некотором ее повышении, но не более, 
излучения. чем на 12% величины показателя для на- 
тивных клеток (Рис. 3). Причем, если в 
случае устойчивого к цианиду штамма величины А, для клеток, подвергав- 
шихся облучению, и для клеток, инкубированных после обработки ЭМИ в ци- 
анидсодержащей среде, практически не отличались (в пределах погрешности 
опыта), то для чувствительного штамма после 18 часов роста зависимость име- 
ла иной характер. После инкубации АТФазная активность была снижена и в 
контроле, и у клеток A. eutrophus, обработанных ЭМИ с частотой 60 ГГц. В ди- 
апазоне частот 60-70 ГГц кривая была сдвинута в область меньших частот. 
Электрические свойства поверхности бактериальных клеток являются ин- 
дикатором изменения их физиологического состояния. Например в [18], после 
обработки переменным электрическим полем было отмечено повышение эле- 
ктрофоретической подвижности клеток E.coli, которое сопровождалось умень- 
шением скорости дыхания. Повышение б у клеток E.coli после обработки No- 
стоянным электрическим полем отмечали также в [19]. В наших эксперимен- 
тах одновременно с изменением АТФазной активности клеток при изменении 
частоты облучения также было отмечено изменение их электрокинетического 
потенциала. У свежеоблученных на частоте 54 ГГц клеток чувствительного к 
цианидам штамма A.eutrophus электрокинетический потенциал практически не 
отличался от б-потенциала исходной культуры. Обработка электромагнитным 
излучением с частотой 60, 70 и 78 ГГц вызывала повышение потенциала на 5— 
8 мВ с небольшим максимумом в интервале 60—70 ГГц. Устойчивый к циани- 
дам штамм Р,Йиоғеѕсепѕ также отреагировал на облучение миллиметровым 
ЭМИ повышением электрокинетического потенциала, но не более, чем на 3 мВ. 
Через сутки после инкубации в питательной среде (-потенциал в контроле 
возрос почти на 6 мВ, что может быть связано с завершением лагфазы и адап- 
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тем клетки, выросшие в цианидсодер- 
жащей среде, после обработки излуче- 
нием с частотой 60 и 70 ГГц, имели бо- 
лее низкий электрокинетический по- 
тенциал, чем клетки до инкубирова- 
ния, а на частоте 60 ГГц был отмечен 
минимум. 

Электрокинетический потенциал, 
возникающий на границе скольжения, 
разделяющей подвижную и неподвиж- 
ную части двойного электрического 

Частота, Ги слоя при наложении внешнего элект- 
Рис.3. Зависимость удельной АТФазной рического поля, является частью по- 
активности Ауд клеточных MCM- ве хностного заряда, который обуслов- 

бран свежеоблученных (1) и ин- 
кубированных после облучения ЛЕН В ОСНОВНОМ диссоциированными 
(2) клеток P.fluorescens B5040 и Карбоксильными группами сиаловых 
их электрокинетического потен- кислот. Согласно [20], заряд клетки 
циала $ (3,4) от частоты облуча- можно представить в виде суммы HC- 
IOMETO ASSERERE тинного значения поверхностного за- 
ряда и заряда, возникающего в результате работы электрогенных насосов, ко- 
торый выражается формулой CAY (C- электрическая емкость мембраны, АФ - 
трансмембранный потенциал), то есть определенным образом на изменение 
электрокинетического потенциала могут влиять обменные процессы на кле- 
точной мембране, которые в свою очередь могут быть связаны с активностью 
АТФазы, относящейся к генераторам мембранного потенциала. Это позволя- 
ет, хотя и неявно, увязать указанные параметры и объяснить корреляцию ве- 
личин этих параметров при воздействии излучением в интервале частот 54—76 
ГГц. Если параметр A,, характеризовал изменения в степени энергизации MEM- 
браны клетки, то С-потенциал отражал изменение поверхностных характерис- 


тик и метаболической активности культур, связанной с их деструктивной ак- 
тивностью. Для обеих культур (чувствительной и устойчивой к цианидам) от- 
мечено небольшое повышение G с ростом частоты от 54 до 70 ГГц. 

Более высокий уровень АТФ-гидролитической активности у штамма — де- 
структора цианида, и его индукция после обработки электромагнитным полем 
может указывать на причастность АТФазы к механизмам устойчивости бакте- 
рий к цианиду. Обнаруженные перегибы на зависимостях A,, и G от частоты, 


которая близка к частотам, при которых обнаруживались перегибы на частот- 
ных зависимостях АТФазной активности и электрокинетического потенциала 
для исследованных штаммов (рис. 2 и рис. 3), близки к частоте 54 ГГц, на KO- 
торой наблюдалась наибольшая стимуляция деструктивной активности штам- 
ма P.fluorescens. 

Как видно, в нашем случае облучение микробных клеток миллиметровым 
ЭМИ оказывало преимущественно стимулирующее воздействие на изученные 
параметры и не носило остро резонансного характера. Токсичность цианидов 
связывают с их повышенной способностью образовывать комплексы с метал- 
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лами, входящими в состав мембранных ферментов и тем самым ингибировать 
их. В мембране локализована цианидоксигеназа, ответственная за деградацию 
цианида до аммиака и углекислоты. Учитывая отмеченные выше особенности 
и то, что мембрана в процессе деструкции цианида играет одну из доминиру- 
ющих функций, логичным было предположить, что в нашем случае мишенью 
воздействия высокочастотного поля могла выступать плазматическая мембра- 
на. Известно, что у бактерий в плазматической мембране локализована систе- 
ма трансформации энергии. Н-АТФаза использует энергию гидролиза АТФ 
для работы електрогенных насосов, обеспечивающих перераспределение ио- 
нов между цитоплазмой и внешней средой против градиента концентрации и 
способствующих возникновению трансмембранного потенциала. То, что мак- 
симуму АТФазной активности соответствует минимум электрокинетического 
потенциала, можно связать с изменением концентрации протонов в припо- 
верхностном слое клетки. Чем выше гидролитическая активность АТФазы, тем 
эта концентрация будет выше. Снижение рН ведет в свою очередь к сниже- 
нию степени диссоциации карбоксильных групп на поверхности клетки, а, 
следовательно, и к снижению поверхностного заряда. 


Выводы 


Таким образом, исходя из полученных данных можно заключить, что в 
присутствии токсиканта (цианида и его соединений) электромагнитное излу- 
чение миллиметрового диапазона оказывало стимулирующее воздействие на 
деструктивную активность штамма деструктора, однако, эффект утрачивался 
через сутки после наложения сигнала. Возможный механизм действия милли- 
метрового излучения на бактериальные клетки связан с его влиянием на про- 
цессы, происходящие в мембране, что выразилось в повышении гидролитиче- 
ской активности АТФазы мембран и поверхностного заряда клетки. 

Ввиду ограниченности продолжительности эффекта стимулирования мик- 
робной деструкции цианида наилучшего результата можно ожидать, либо по- 
стоянно облучая микробную суспензию миллиметровым ЭМИ в диапазоне 
50—60 ГГц, либо периодически, но не менее 20 минут. Однако специфика 
миллиметрового облучения, связанная со значительным поглощением ЭМИ 
водой и требующая обработки в тонком слое суспензии, делает его реализа- 
цию на практике пока довольно сложной. | 
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Експериментально досліджувався вплив міліметрового електромагнітного 
випромінювання (ЕМВ) у діапазоні 37,5—78 ГГц на фізіологічні параметри 1 
деструктивну активність бактерій з різною чутливістю до ціаніду, токсичного для 
живих організмів. Найімовірніше, шо у бактеріальній клітині мішенню для 
міліметрових хвиль є плазматична мембрана, у якій локалізовані системи 
трансформації енергії (у тому числі АТФаза), ферменти, чутливі до ціаніду 
(цитохроми), а також фермент (ціанідоксигеназа), завдяки якому ціанід розпадається 
на аміак і вуглекислоту. У роботі вивчалася динаміка АТФазної активності 
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плазматичних мембран, електроповерхневих властивостей клітин (електрокінетичного 
потенціалу C), а також їхньої деструктивної активності при дії EMB. На зразки діяли 
низькоінтенсивним міліметровим ЕМВ від генераторів сигналів Г4-141 та Г4-142 за 
допомогою пірамідальної рупорної хвилеводної антени. Виявлено значне підвищеня 
АТФазної активності мембран та (-потенціалу у штаму Pseudomonas, який € 
деструктором ціаніду. Ефект дії міліметрового ЕМВ зберігався після 20 годин росту 
клітин на ціанідовмісному поживному середовищі. Нестійкий до ціаніду штам 
Alcaligenes реагував на опромінювання зміною величини АТФазної активності значно 
слабкіше, проте поверхневий заряд зростав залежно від частоти ЕМВ. В інтервалі 
частот від 54 до 60 ГГц спостерігалися максимальні значення відповідних показників 
для обох штамів. Деструкція диціанаргентату натрію бактеріями Pseudomonas, 
опромінюваними міліметровими хвилями, упродовж однієї доби інкубування була 
інтенсивнішою на всьому інтервалі частот з деяким максимумом на частоті 54 ГГц. 
Максимальний показник зберігався і впродовж другої доби інкубування, а на третю 
добу різниця між нативними і опромінюваними клітинами зникала. 
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Экспериментально исследовалось влияние миллиметрового электромагнитно- 
го излучения (ЭМИ) в диапазоне 37,5—78 ГГц на физиологические параметры и дес- 
труктивную активность бактерий с различной чувствительностью к цианиду, токсич- 
ному для живых организмов. Наиболее вероятно, что в бактериальной клетке мише- 
нью для миллиметровых волн служит плазматическая мембрана, в которой локализо- 
ваны системы трансформации энергии (в том числе АТФаза), ферменты, чувствитель- 
ные к цианиду (цитохромы), а также фермент (цианидоксигеназа), благодаря которо- 
му цианид распадается на аммиак и углекислоту. В работе изучалась динамика АТФаз- 
ной активности плазматических мембран, электроповерхностных свойств клеток (эле- 
ктрокинетического потенциала C), а также их деструктивной активности при действии 
миллиметрового ЭМИ. На образцы действовали низкоинтенсивным миллиметровым 
ЭМИ от генераторов сигналов Г4-141 и Г4-142 с помощью пирамидальной рупорной 
волноводной антенны. Обнаружено значительное повышение АТФазной активности 
мембран и б-потенциала для штамма Pseudomonas, который является деструктором ци- 
анида. Эффект действия миллиметрового ЭМИ сохранялся по истечении 20 часов рос- 
та клеток на цианидсодержашей питательной среде. Нестойкий к цианиду штамм 
Alcaligenes реагировал на облучение изменением величины АТФазной активности зна- 
чительно слабее, тем не менее поверхностный заряд возрастал в зависимости от час- 
тоты миллиметрового ЭМИ. В интервале частот от 54 до 60 ГГц наблюдались макси- 
мальные значения соответствующих показателей для обоих штаммов. Деструкция ди- 
цианаргентата натрия бактериями Pseudomonas, облученными миллиметровыми волна- 
ми, через одни сутки инкубации была интенсивней на всем интервале частот с неко- 
торым максимумом на частоте 54 ГГц. Максимальный показатель сохранялся и в те- 
чение вторых суток инкубации, а на третьи сутки отличие между нативными и облу- 
ченными клетками исчезало. 
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Abstract: The statistical-thermodynamical model of hetero-association of aromat- 
ic molecules, described previously [15], has been further developed to include no 
limitation on the magnitudes of the self-association constants of the interacting 
molecules in the mixed solution. Expressions suitable for the analysis of NMR 
parameters of both components in the mixed solution have been provided. The 
NMR analysis has been used to investigate the drug-mutagen hetero-association 
of anthracycline drug, daunomycin (DAU) and typical mutagens, the acridine 
drugs - proflavine (PF) and acridine orange (AO). The hetero-association of DAU 
and acridine dyes in 0.1 Mol L" phosphate buffer, pD 7.1 has been studied as а 
function of concentration and temperature by 500 MHz 'H-NMR spectroscopy. 
The magnitude of the equilibrium constant of PF-DAU hetero-association has 
been found to be substantially higher than the self-association constants of these 
molecules. Quantitative analysis shows that hydrophobic interactions play a sub- 
stantial role in the stabilisation of the AO-DAU complex, characterised by much 
less negative entropy change on dye-drug complexation, compared with the PF- 
DAU hetero-complex formation, which is mainly stabilised by H-bond and dis- 
persive van der Waals interactions. 
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INTRODUCTION 


Investigations of the hetero-association of different molecules with conjugated 
aromatic planar rings and their competitive binding to receptors deal with important 
aspects of molecular interactions. Such studies are important for two reasons. Firstly, 
they provide an incite into the physico-chemical concepts behind the determination 
of the influence of the chromophore and side-chain structures on association affini- 
ty. Secondly, from a pharmacological point of view, hetero-association complexes 
and competitive binding may influence the activity of drugs. Two widespread appli- 
cations of this approach are the interaction of drugs with aromatic molecules from 
food sources (e.g. polyphenols, methylxanthines, such as caffeine) and when drugs 
are used in combination [1,2]. Such investigations give some support to the idea that 
the hetero-association of aromatic molecules is important for drug efficacy and for 
diet during chemotherapy [3,4]. Hetero-association investigations are also necessary 
to quantify the effect of competitive binding of different aromatic molecules to recep- 
tors such as DNA or proteins, and to elucidate the molecular basis of the action of 
aromatic compounds as mediators of the pharmacological activity of drugs and as 
protectors of DNA from binding with mutagenic aromatic molecules [5-8]. 

There have been many attempts, in recent years, to develop models of hetero- 
association of aromatic molecules. The statistical-thermodynamical model of mixed- 
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Fig. 1. Structures of the aromatic drugs: 


proflavine (PF), acridine orange 
(AO) and daunomycin (DAU) 


association of two different molecules 
forming indefinite aggregates for both self- 
association and hetero-association, devel- 
oped by Weller et al. [9], did not provide 
expressions suitable for the analysis of 
observed NMR parameters, and did not 
allow the concentration of each compo- 
nent to be calculated for all possible types 
of complexes, necessary for the analysis of 
competitive binding. A model of hetero- 
association, developed for the association 
of aromatic food molecules, caffeine and 
methyl gallate, [10] is not applicable in 
the general case because rather approxi- 
mate expressions are used for equilibrium 
monomeric concentrations of one of the 
components in the mixed solution. 
Models used for the interpretation of opti- 
cal spectroscopic data on the hetero-asso- 
ciation of aromatic molecules either do 
not take into account the formation of “n- 
mer" aggregates for all the components 
present in the mixed solution [6] or only 
consider the formation of a 1:1 hetero- 
complex without taking Шо account the 
self-association of aromatic molecules in 
solution [7]. Utilization of dimer models 
for molecular self-association in the 
analysis of hetero-association of aromatic 
compounds [11,12] has been confined to 
relatively small concentrations of the 
interacting molecules and may be consid- 
ered as a rather approximate approach, as 
is the graphical method for the determina- 
tion of parameters of hetero-association 
using dimerization and 1:1 hetero-associ- 


ation reactions for the interacting molecules in solution [13]. 

A Statistical-thermodynamical model of hetero-association, in which molecules 
form indefinite aggregates for both self-association [14] and hetero-association, has 
recently been developed in our laboratory [15] to analyse the NMR parameters of 
component molecules in mixed solutions. The usefulness of this model has been con- 
firmed by investigating the hetero-association of caffeine, one of the most widely 
occuring "food" aromatic molecules, with different drugs and mutagens [8]. It should 
be noted that the expressions provided in the model [15], are only valid when the 
self-association constants of the interacting molecules differ significantly (by greater 
than a factor of 10), so that some terms in the analysis can be neglected. Our previ- 
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ous work [14] has shown а range of values of equilibrium self-association constants, 
K, for aromatic molecules in aqueous solution and, in order to investigate the het- 
ero-association of aromatic molecules with different medico-biological properties 
(drug-drug, drug-mutagen), the statistical-thermodynamical model [15] needs to be 
generalised, so that there are no limitations on equilibrium self-association constants 
of the interacting molecules. 

NMR spectroscopy can be used to determine both the equilibrium and struc- 
tural details of multicomponent complex formation in solution [15-17] and was used 
in this work to investigate the hetero-association reactions of aromatic drug and 
mutagen molecules. Hetero-association of the anticancer drug, daunomycin (DAU), 
with typical mutagens, acridine drugs-proflavine (PF) and acridine orange (AO), has 
been analysed using a modified model developed in this work, in which there is no 
limitation both on the size of the stacks of different aggregates and equilibrium con- 
stants of self- and hetero-association reactions. The structural and thermodynamic 
parameters of molecular hetero-association of aromatic compounds in the proposed 
NMR analysis have been determined from measurements of the chemical shifts of 
the drug protons as a function of concentration and temperature. 


MATERIALS AND METHODS 


The acridine dyes, proflavine (PF) and acridine orange (AO), were purchased 
from 'Sigma' and the anthracycline drug, daunomycin (DAU), from 'Fluka' Chemical 
Companies (structures presented in Fig.1) and were used without further purification. 
The samples were lyophilized from D,O and re-dissolved in 0.1 M phosphate buffer 
іп 99.95% DO, рр 7.1, containing 107 М EDTA. The concentrations of the stock 
solutions of the aromatic molecules were measured spectrophotometrically on appro- 


priate dilution using the following molar extinction coefficients: £74.1*10* 1 mol' ст" 


(A=444nm) for PF [18]; ==5.6:10° | mol! cm! (A=492nm) for AO [19]; 
є- 115001 mol! cnr! (A=477nm) for DAU [20,21]. 

500 MHz 'H-NMR spectra were recorded on a Bruker DRX spectrometer with 
the residual water peak saturated during relaxation. Signal assignments of the non- 
exchangeable protons of the drugs were obtained previously using both two-dimen- 
sional homonuclear COSY/ TOCSY and NOESY/ ROESY experiments [14,22]. 2D 
ROESY experiments were carried out using standard pulse sequences described pre- 
viously [23]. 2D ROESY spectra were measured at 303 K, with a mixing time of 
t,7 240 ms. Chemical shift measurements of the non-exchangeable protons of the 


m 
aromatic molecules were made as a function of concentration at two temperatures 
(303 and 313 K) and measurements as a function of temperature were made at con- 
stant concentration in the temperature range 278—353 K. All NMR measurements 
were made in the fast-exchange condition on the NMR time-scale. 

Chemical shifts were measured relative to an internal reference TMA (tetram- 
ethylammonium bromide) and recalculated with respect to DSS (sodium 2.2 
dimethyl 2-silapentane-5-sulphonate), і.е. pss = tma + 3.178 (ppm). The sample 


temperature was regulated using a Bruker BVT-3000 unit. 
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Fig. 2. Heteroassociation ої AO+DAU in 0.1M phosphate buffer, pD 7.1. Dependences of 
chemical shifts оп: a) concentration of AO (P970.8 mM =const), T=303 К; b) temperature 
(Ag =2.5 mM, Ру=2.0 mM). 


RESULTS 


The structures and thermodynamics of complexation between DAU and both 
acridine dyes have been investigated by analysis of chemical shift changes of both dye 
and drug in mixed solution as a function of concentration and temperature. The 
changes of chemical shifts with concentration and temperature for one of the systems 
studied, AO+DAU hetero-association experiments at 303 К, are shown in Figs. 2a 
and 2b, respectively. In titration experiments the concentration of DAU was main- 
tained constant (Py ~ 0.8 mmol 1!) and the acridine dye concentration was varied in 
the range 3.5 mmol |" to zero. 

Model and analysis 

In the general model of molecular hetero-association it is assumed that there is 
a dynamic equilibrium that includes indefinite self-association as well as indefinite 
hetero-association reactions of different types, as shown in the following scheme [15]: 


A+A >A, (а) P+P op. (5), P, +A, CR PjA (с), 


P;jA«Pp,-E5p, AP, (4), А,+Р,А<^ЪА,РА, ©. (1) 
where A, and P, correspond to the monomers of acridine dye and DAU, and А, 
An Pj, P, are the aggregates containing i, k monomers of the dye and j, / monomers 


of DAU, respectively. The equilibrium constants for the self-association reactions of 
the dye (Ky) and DAU (Kp) and for hetero-association of drug and mutagen mole- 


cules (K) are assumed to be independent of the number of molecules in the aggre- 
gates and complexes. In previous use of the model [15], reaction [(е) was neglected 
due to large differences in equilibrium self-association constants (К, >> Kp) for the 
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Fig. 3. Calculated relative content F(r) of (а) PF+DAU and (b) AO+DAU molecular com- 
plexes in mixed solutions as a function of acridine drug concentration at T—303 K, 
(P0—0.8 mM = const). 

aromatic systems studied. In the general case of hetero-association reaction 1(е) 

needs to be taken into account for Kaz Kp, as, for example in the present work, the 

self-association constant for PF is simular to that for DAU within error limits (К, 7 

Кр - 700 mol Г' at Т=298 К [14, 21]) under the same experimental conditions. In 

addition, summation of the indefinite series for symmetrical hetero-complexes, i.e. 

РАР, or АРА, , needs to be divided by two so that equal types of complexes are 

not considered in the calculations twice. Thus, using the same approach, as described 

previously [15], the mass conservation law for the general case of indefinite associa- 
tion of aromatic molecules in reactions summarised in equation (1) can be written in 
the following form: 


dn a, 14K Р g Ke р? +К: ap, 
07 2 G з C 
(1-К а) l- K,p, 2 (1- K, p, y (1 - Ка, Xd - Кур.) (2) 
NES Р! IK e ай Кс а +К: ap 
e 2 С 2 C yt 
і (І-К,рі) 1-Ка 2 (1- Ка) (1-К а - К,р,) (3) 


where œ, ро and о, p, are the initial and the monomer molar concentrations of 


PF/AO and DAU, respectively. 
The dependence of observed proton chemical shifts of the acridine dye (A) and 
drug (P) in such a model are presented in symmetrical form with respect to indexes 


а" and "р". 
For the PF/AO dye: 


1 | 
би 20 * K,a,)- ee РОЦІ -l-K а, |+ 
ü 4 ( а i) (1- K ja, ] lege y 4 ) 


а, Кер Е Кор " Kea, | 


+2 = а 
E (1-К а) (1- K,p,) 201- Кр) 1- Кла, 


$, = 


and the corresponding expression for DAU is given by: 
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( \ 
1 1 
би козу ум -= -1-K,p n 
5 - Р! x (I- K,p,) Й (1- Кури) з 7) 
pm 
a зані 216 ois (i Kea Кер. | 
(1-К,РУ(1-К а,) 2(1- K ,a,) 1-K,p, 


(5) 

The values of дупа, бад. бир, бар and the equilibrium constants K, and Kp (Table 1) 
have been determined independently [14,21]. It follows that the observed concentra- 
tion dependences of proton chemical shifts of acridine dye and DAU in mixed solu- 
tions (e.g. Fig. 3a) are a function of two unknown quantities à, and К, which can be 


determined using the computational procedure described previously [15]. The mag- 
nitudes of the calculated parameters K and 6, at two temperatures, 303 K and 313 K, 
are summarised in Table 1. 

TABLE 1 

Hetero-association parameters of DAU with the acridine dyes, PF and AO, 

in 0.1 mol Г" phosphate buffer solutions, рр 7.1 


| Ka=580+110 


[K.=470£90 


H2/H7 
H4/H5 


H1/H8 
H2/H7 


a 


1650+115 


Т.К Protons | 5.4. ppm | Protons | бер, ppm Тк. ізо"! | -AAP ye, J/mol АИК mol | 
PF+DAU жа 
Го 33 | H9 755 HI 7.09 
[X»-540:350 | НИ | 688 | H2 | 733 


34.9x1.11 


H4/H5 


AO+DAU 


303 


K»-3400:400 | HI/H8 
= 
TK=580+110 | H2/H7 | 655 H3 
M H4/H5 | 568 | OCH, | 375 | 


H10e 


Кь=2040+270 


H1/H8 


H10a 


Кҳ=470+90 


H2/H7 


H4/H5 
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The thermody- 


F(T) 
namical parameters 
0.5 АН” and AS'* of 
hetero-association of 
0.4 DAU with acridine 
dyes were determined 
0.3 from measurements of 
the proton chemical 
0.2 shifts of the molecules 
in the mixed solution 
04 as a function of tem- 
perature (e.g. Fig. 4b) 
з - using the additive 
295 305 315 325 335 345 T, К model to describe the 
experimental proton 
chemical shift, as in 
previous work [15]. The 
derived values of 
F(T) enthalpy and entropy 
of the reactions of 
0.6 DAU with acridine 
dyes in aqueous solu- 
ee tion are also sum- 
"m marised in Table І. 
"m DISCUSION 
| Thermodynamical 
0.2 РА; апа structural distinctive 
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Fig. 4. Calculated relative content F(T) of (а) PF+DAU (Ap= 
2.18 mM, Ру=0.8 mM) and (b) AO+DAU (Ау=0.84 mM, 
Ру=0.8 mM) molecular complexes in mixed solutions as 
a function of temperature. 


It is seen from 
Table 1 that the magni- 
tude of hetero-associa- 
tion constant for com- 
plexation of PF with 


DAU is substantially higher than the equilibrium self-association constants of each of 
the interacting molecules. This means that formation of PF-DAU hetero-complexes 
is energetically more favourable compared with self-association reaction of these mol- 
ecules. The most probable explanation of this behaviour is that the additional stabi- 
lization of the 1:1 PF-DAU hetero-complex is due to the formation of an H-bond 
between the 3,6-amino group of the acridine chromophore of PF and the 9-MeCO 
group of DAU. However direct NMR experiment of detection of H-bonding in the 
PF-DAU hetero-complex in 90% Н,0/р,0 solution was not unequivocal, because 
the NH, - resonance signal was rather broad possibly due to intermediate exchange 
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and a complex equilibrium in solution including formation of H-bonds via water in 
the self-association aggregates of PF molecules. It should be noted that PF+DAU is 
the first molecular system studied in our laboratory, where the hetero-association 
constant turned out to be higher than the self-association constants K, and Kp of the 
interacting molecules; all the systems studied previously [8,15] and AO+DAU in this 
work gave K-values for hetero-association intermediate between the values of self- 
association constants of different aromatic drugs. It is possible to cite only one exam- 
ple in the literature [10], the hetero-association between caffeine and methyl gallate, 
where the hetero-association constant was found to be higher than the self-associa- 
tion constants of the interacting aromatic molecules. One possible explanation of the 
magnitudes of the hetero-association K-values is that there is some hydrogen bond- 
ing between caffeine and methyl gallate molecules in the hetero-complex in aqueous 
solution, although such an assumption was not considered in the previous work [10]. 

The relative content of each DAU-containing molecular complex has been cal- 
culated as a function of dye concentration in the mixed solution using the values of 
reaction constants (Table 1) determined in this work. Comparison of the relative con- 
tent of hetero-complexes of PF+DAU (Fig. 3a) with that of AO+DAU (Fig. 3b) in 
the mixed solutions shows that the relative proportion of hetero-complexes of 
PF+DAU is substantially higher than those for AO+DAU. Self-association of AO 
plays a more pronounced role in the equilibrium mixture of AO with DAU due to its 
rather large self-association constant, Ką. Hence, the actual concentration of hetero- 
complexes of AO+DAU in the mixed solution is smaller than in the PF+DAU mix- 
ture at the same initial concentrations of the components. 

These conclusions are confirmed by the temperature dependence of the relative 
content of each type of complex in mixed solutions, shown in Figs. 4a and 4b for the 
PF+DAU and AO+DAU systems, respectively. It is seen that at lower temperatures 
the relative amounts of drug molecules in the associated forms is rather high and the 
fractions of practically all the complexes decrease gradually with increasing temper- 
ature to give a concomitant increase in the monomer concentrations of the drugs in 
solution. The stability of hetero-association complexes of PF+DAU is higher than 
that of AO+DAU. 

It is found that the equilibrium hetero-association constant for Ше AO+DAU 
system, although being intermediate between self-association constants K, and Kp for 
AO and DAU (Table 1), is relatively high; for example it is even larger than the het- 
ero-association K-value for PF+DAU. An explanation to the different relative mag- 
nitudes of K-values for AO+DAU and PF+DAU molecular systems is possible by 
consideration of the thermodynamical properties of hetero-complex formation (Table 
1). It is seen from Tablel that the enthalpy of complexation of DAU with AO is 
smaller than AH", for PF+DAU complex formation, whereas, the entropy change 


for AO* DAU, is much less negative, giving evidence of a substantial contribution of 
hydrophobic interactions in the hetero-association of these molecules in contrast to 
PF+DAU complexation. It should be noted that hydrophobic interactions between 
methyl groups of the acridine chromophore also play a substantial role in stabiliza- 
tion of the self-association aggregates of AO in aqueous solution, leading to an 
increase of the self-association constant of AO by, roughly, a factor of ten compared 
with that of PF aggregation [14]. It is also worth noting that recent investigations on 
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the complexation of the groove-binding drug Hoechst 33258 with a DNA dodecamer 
[24,25] have shown that a hydrophobic transfer process provides the overwhelming 
driving force for drug-DNA complex formation, whereas H-bonding interactions 
appear to contribute very little to the overall free energy. As for PF complexation 
with DAU in aqueous solution, relatively large negative AH’ e and AS’ et values for 
this system are consistent with dispersive van der Waals forces and formation of an 
H-bond in the 1:1 PF-DAU hetero-complex being the main contributers to complex 
formation. Dispersive van der Waals interactions are characterised both by negative 
enthalpy and negative entropy [26]. Hydrogen bonding in complex formation also 
leads to negative values of AH", and AS", [26,27]. The enthalpy of H-bond forma- 


tion in aqueous solution is estimated to be between -8 and -13 kJ mol" [26]. 


In conclusion it should be emphasised that: 


the initial statistical-thermodynamical model of hetero-association of aromatic 
molecules [15] has been developed in this work to provide expressions suitable for 
analysis of NMR parameters of both components in mixed solutions for the general 
case where there is no limitation on the size of the stacks of different aggregates and 
on the relative magnitudes of equilibrium constants of self-association and hetero- 
association reactions; 

quantitative analysis shows that the equilibrium constant of PF-DAU hetero- 
association, is substantially higher than self-association constants of the interacting 
molecules in contrast to AO-DAU complexation; 

hydrophobic interactions play a substantial role in the stabilisation of the AO- 
DAU complex, as is characterised by much less negative entropy change on dye-drug 
complexation, in contrast to the PF-DAU hetero-complex, which is mainly stabilised 
by H-bond and dispersive van der Waals interactions; 

the relative content of each DAU-dye hetero-complex in the mixed solutions 
has been calculated using the values of reaction constants. Different distributions of 
molecular complexes and the relative content of hetero-complexes in PF+DAU and 
AO+DAU mixtures explain the rather different results obtained for the molecular 
systems studied. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ГЕТЕРОАССОЦИАЦИИ АРОМАТИЧЕСКИХ МОЛЕКУЛ 
АНТИБИОТИКОВ И МУТАГЕНОВ В ВОДНОМ РАСТВОРЕ МЕТОДОМ 'Н-ЯМР 
СПЕКТРОСКОПИИ 


A.A.BECEJIKOB, В.В.КОДИНЦЕВ, М.П.ЕВСТИГНЕЕВ, Д.Б.ДЭВИС, А.Н.ВЕСЕЛКОВ 


Разработана статистико-термодинамическая модель гетероассоциации арома- 
тических молекул, в которой сняты ограничения на величины констант самоассоциа- 
ции взаимодействующих молекул в смешанном растворе по сравнению с описанной 
ранес |15). Получены аналитические выражения для определения параметров ЯМР 
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каждой из молекулярных компонент в смешанном растворе. Методом ЯМР изучена 
гетероассоциация антрациклинового антибиотика дауномицина (DAU) с типичными 
мутагенами, акридиновыми красителями - профлавином (РЕ) и акридиновым оранже- 
вым (АО). Гетероассоциация DAU с акридиновыми красителями была исследована 
как функция концентрации и температуры в 0.1 моль/л фосфатном буфере, pD7.1 ме- 
тодом 'Н-ЯМР спектроскопии 500 МГц. Установлено, что величина равновесной кон- 
станты гетероассоциации PF-DAU значительно превышаст константы самоассоциа- 
ции этих молекул. Количественный анализ позволяет сделать заключение, что суще- 
ственную роль в стабилизации AO-DAU комплекса играют гилрофобные взаимодей- 
ствия, характеризуемые меньшим отрицательным изменением энтропии при образо- 
вании комплексов краситель-антибиотик, по сравнению с PF-DAU гетерокомплексом, 
стабилизированным в основном Н-связью и дисперсионными Ван-дер-Ваальсовыми 
взаимодействиями. 


ДОСЛІДЖЕННЯ ГЕТЕРОАСОЦІАЦІЇ АРОМАТИЧНИХ МОЛЕКУЛ АНТИБІОТИКІВ 
I МУТАГЕНІВ У ВОДНОМУ РОЗЧИНІ МЕТОДОМ 'H-AMP СПЕКТРОСКОПІЇ 


Д.О.ВЕСЕЛКОВ, В.В.КОДИНЦЕВ, М.П.ЄВСТИГНЄЄВ, Д.Б.ДЕВІС, О.Н.ВЕСЕЛКОВ 


Розроблена статистикотермодинамічна модель гетероасоціації ароматичних 
молекул, в якій зняті обмеження на величини констант самоасоціації взаємодіючих 
молекул у змішаному розчині порівняно з описаною раніше [15]. Отримані аналітич- 
ні вирази для визначення параметрів ЯМР кожної з молекулярних компонент у змі- 
шаному розчині. Методом ЯМР вивчена гетероасоціація антрациклінового антибіоти- 
ка дауноміцину (DAU) з типовими мутагенами, акридиновими барвниками профлаві- 
ном (РЕ) i акридиновим оранжевим (АО). Гетероасоціація DAU з акридиновими бар- 
вниками була досліджена як функція концентрації і температури в 0.1 моль/л фосфа- 
тному буфері, pD7.1 методом 'Н-ЯМР, спектроскопії 500 МГц. Встановлено, що вели- 
чина рівноважної константи гетероасоціації PF-DAU значно перевищує константи са- 
моасоціації цих молекул. Кількісний аналіз дозволяє зробити висновок, що істотну 
роль в стабілізації AO-DAU комплексу відіграють гідрофобні взаємодії, що характери- 
зуються меншою негативною модифікацією ентропії при утворенні комплексів барв- 
ник-антибіотик порівняно з PF-DAU гетерокомплексом, стабілізованим в основному 
Н-зв'язком і дисперсійною Ван-дер-Ваальсовою взаємодією. 
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Abstrac: A mathematical model of spontaneous activity of a pacemaker cell have 
been considered. The cell authorhythmisity is reached by including in the model 
of five integral currents - potassium, calcium and sodium channels, sodium - 
potassium pump and sodium - calcium exchanger. The dynamics of changing of 


intracellular concentrations of main cations - К'.Ма",Са" , responsible for the 
spontaneous cell activity have been obtained. The simulation of à membrane 
action potential and ionic currents was performed. The limit cycle oscillations 
were studied using phase diagram techniques. 


1. ВСТУП 


Побудова адекватної математичної моделі для електрохімічних осцилято- 
рів, одним із яких є пейсмейкерні клітини синусно-передсердного вузла 
(СПВ), є вкрай важливою проблемою, якій останніми роками приділяється 
значна увага [1-5]. Однією з перших моделей, запропонованих для опису 
роботи спонтанно-активної клітини, була модифікована Д.Ноблом класична 
система рівнянь Ходжкіна-Хакслі [5]. Незважаючи на те, що основні резуль- 
тати моделі Нобла досить добре відповідають експериментальним досліджен- 
ням, дана модель базується на модифікованій системі нелінійних рівнянь 
Ходжкіна-Хакслі, в яких використовується значна кількість емпіричних пара- 
метрів, які значно ускладнюють фізико-хімічну інтерпретацію процесів, що 
лежать в основі динаміки пейсмейкерних клітин. Крім цього, деякі результа- 
ти моделі Нобла (амплітуда потенціалу дії, період граничного циклу, 
тривалість потенціалу дії при 50%-ному рівні реполяризації) виявляють значну 
розбіжність із експериментальними даними [3]. Пізніше було розвинуто кілька 
різних моделей, які відрізнялись вибором пейсмеркеного струму діастолітичної 
деполяризації [2-5], та більш диференційованим описом роботи окремих iOH- 
них каналів [3]. Одностайності щодо струму, відповідального за спонтанну ді- 
астолітичну деполяризацію, немає і на сьогоднішній день. 

В роботі розглянуто запропоновану нещодавно модель Л.Ендресена [2] 
спонтанної активності пейсмейкерної клітини СПВ. Модель використовує 
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значно меншу диференціацію іонних каналів, ніж більшість запропонованих 
на сьогоднішній день моделей, при цьому детальніше розглядаючи фізико- 
хімічні процеси, що лежать в основі ауторитмії клітин СПВ. Таким чином, 
модель є досить зручною для моделювання взаємодії внутрішньоклітинних бі- 
ологічно активних агентів з мембраною клітини і їхнього впливу на аутори- 
тмію пейсмейкерних клітин. 


2. ТЕОРІЯ 


2.1. ВОРОТНІ МЕХАНІЗМИ ІОННИХ КАНАЛІВ 


Розглянемо кінетичну схему переходу між закритим та відкритим станами 

іонного каналу, яка описується простим марківським процесом 
В 

Я & б 

«и (1) 

де швидкості переходів а та В є функціями трансмембранного потенш- 

алу. Іонний канал може бути повністю відкритим (О), повністю закритим (С), 

або випадково флуктувати між цими двома станами. Нехай змінна х познача- 

є усереднену відносну частину відкритих каналів, іншими словами, ймовірні- 

сть того, що цей канал буде відкритим. Динаміка іонного потоку через 
сукупність відкритих іонних каналів описується таким виразом: 


ах x, -Х 
eae py Line) Др на ання 
dt а. Zo (2) 
ne 
a 1 
жа ; т = 
а + 8 Ep (3) 


Тут х. означає стаціонарну частку відкритих каналів, г- час релаксації. 
Різниця енергій між відкритим та закритим станами каналу має вигляд: 


AE = E; - Ec = 49, - e) ; (4) 

де 4 — воротний заряд, ЧФ - зміна електричної потенційної енергії 3a- 
вдяки перерозподілу заряду під час переходу іону через іонний канал, 49, — 
різниця конформаційної енергії між закритим та відкритим станами іонного 
каналу. При рівновазі dx/d'-0 ймовірність того, що канал має бути у 
відкритому стані, задається виразом: | 


DR а 


и ЛИЙ (5) 


Ця ж ймовірність може бути записана у вигляді розподілу Больцмана(1): 


A | З 
= exp – — 
н D 


(6) 
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Покладаючи значення воротного заряду 4 = +4е , із співвідношень (4)-(6) 
маємо: 


kT 
- (7) 


Найпростіший можливий вибір для а та В буде таким(2): 


а=, so- 24 T 2l А 
Ban exp Д А 


де 4 - константа. Звідси час релаксації як функція потенціалу матиме 
ВИГЛЯД: 


a 
TS 24. со Zle =el = 2 


2.2. ІОННИЙ ПОТІК ТА РІВНОВАЖНІ ПОТЕНЦІАЛИ HEPHCTA 


Рух невеликих заряджених частинок у рідкому або напіврідкому 
середовищі пов'язаний із двома фізичними явищами. По-перше - це дифузія, 
під дією якої рухаються частинки. По-друге - впливова дія поля; в даному 
випадку — рух іонів в розчині під дією електричного поля. Проста дифузія 
описується емпіричним законом Фіка: 

П = -ukTVN , (11) 


де П - потік частинок; №.“ — концентрація та рухливість частинок. Рух 
іонів в електричному полі описується добре відомим законом Ома: 


П = -zeuN Уф , (12) 
де 2 - валентність іонів, € — заряд електрона, Ф - електричний потенціал. 
Комбінуючи (11) та (12), отримуємо вираз, який описує сумарний потік 

іонів під одночасною дією дифузії та електричного поля: 


еф 2еф 
== fi = Тех - ее ep ze) 


Рівноважний потенціал Нернста можна знайти, покладаючи в (13) П=0 та 
шои від внутрішньої сторони мембрани (7) до зовнішньої (2): 


if Тате Ed E exp) “22 IT ze) ма, 0 
| (14) 
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Обчислення подвійного інтегралу (14) дає співвідношення зв'язку 
внутрішньоклітинної та зовнішньоклітинної концентрації іонів динамічної 
рівноваги: 


ze(o' 5 ф') 


Розв'язуючи (15) відносно (д'-') та вводячи позначення 


p, =f = КТ Р 


де К - константа Фарадея, отримуємо рівноважні потенціали Нернста для 
головних катіонів клітини: 


Фк = 9, In—7- 
АЕ (16) 
Е Nea 
Ca ^. i 
2 Ng (17) 
Qu, = Pr In 2 
Ny, (18) 


2.3. IOHHI KAHAJIBHI CTPYMH 


Розглянемо струм через одномірний іонний канал довжиною d із змінною 
; ; Lt esci, у - 
площею поперечного перерізу 5(х). Нехай * УД — границя внутрішньої, а 
_а : T 
in Ys - границя зовнішньої сторони мембрани. Для спрощення розгляду 


припустимо, що 5(х) змінюється плавно і в незначних межах, тобто попереч- 


ними компонентами потоку можна знехтувати, отже П=П(х). У випадку 
стаціонарного потоку струм є однаковим через будь-який поперечний переріз, 
а потік - обернено пропорційним до площі поперечного перерізу: 


i= 2еП5 = сопѕі | (19) 
' Підставляючи в (19) вираз для потоку (13), маємо: 


б = —ukT ех - ze) Е ЕЭ] 


(20) 
Помноживши результат на ехр(2е(ф – ф,)/КТ) ‚ отримуємо: 
ze(o — ze(o — 
Hie E C RE d NN Es Cc 
S kT dx kT 
(21) 


, 
де константа % вибрана таким чином, що A-4/2)=a+9/2, 
4/2) - e, - e/2 . В рівнянні (21) 9= (х), ММ), S=S(x), тоді як всі інші 
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величини не залежать від X. Інтегруючи (21) по x від внутрішньої сторони 
мембрани x = - 4/2 до зовнішньої x = 4/2 , отримуємо: 


is айт exp) - р N' ex = 


^ exp(ze(o ZI )/kT) j 
E й | 


[= 
(23) 

Виносячи в (22) УМ'М" за дужки та записуючи відношення внутрішньоклі- 
тинної концентрації іонів до зовнішньої концентрації в термінах рівноважних 


потенціалів Нернста УМ//М" = ехр(-=еф/2АТ) . отримуемо такий вираз для 
струму через іонний канал: 


4 Т exp 22) сеф гәд 4 2zeukT zu 249- 2 
ММ УМ Мм =e 
v N' COAT n 7. J I UA AT (24) 


Як ми бачимо, інтеграл (23) залежить як від потенціалу 9-90), так i від 
площі поперечного перерізу каналу 5 - 5(х). Для визначення профілю залеж- 
ності потенціалу всередині каналу необхідно розв'язати рівняння Пуассона для 
потенціалу, враховуючи реальний розподіл заряджених бокових груп в каналі, 
розташування та заряд яких на даний момент невідомі. Загальноприйнятим 
припущення щодо потенціалу всередині каналу є те, що він є лінійним, тобто 


електричне поле в каналі - do/dx = const , Разом з припущенням 5(Х) = $, маємо: 


S, sinh ze o - ф.)/2АТ 


dsinh(zeg/2KT) 


Q5) 


Рівняння (25) відоме як наближення постійного поля Гольдмана. B гра- 
ничному випадку №' = №" воно зводиться до звичайного закону Ома, оскільки 
тоді Ф. - 0, Більш реальний випадок, коли (23) ще можна проінтегрувати, є 
такий, коли іонний канал має однакову плошу поперечного перерізу на всій 
довжині, окрім короткої та вузької пори ^», наприклад циліндричної пори 
радіусом ЗА i довжиною 5A, що є типовим припущенням для іонних каналів. 
Припускаючи, що електричне поле є постійним, довжина пори дорівнює &, 
після інтегрування (23) матимемо: 


1 2 1 1 z 
jaon Ls ee. = ЕЭ 


zep |S, ^ OM 8. So 2kT Tm 
B граничному випадку Ф -> 0, тоді 
1- ed 
Ba a 
й о p (27) 
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Припускаючи /= const , отримуємо вираз для величини струму: 


i-k, sn осо) 


2kT 


(28) 
Тут значення ^ не залежить від 9: 
- 5 
k; = 2zeukTVN°N' —— 
і Ed (29) 


Якщо потік катіонів К’ через калієві канали задається виразом (28) i 
регулюється часткою відкритих каналів х, то інтегральний мембранний струм 
калієвих каналів матиме вигляд: 


iz вых 28) 


zs = Leon 2 се.) i 1+ nn 2-2) -x 
dt тк g,/2)|2 9; /2 

де Tk =1/24 є максимальний час релаксації, k- параметр провідності, що 
обчислюється аналогічно виразу (29). 

На відміну від калієвих каналів, які мають тільки механізм активації, 
кальцієві та натрієві канали мають механізми активації та інактивації. Ці два 
механізми можна розглядати як два незалежні марківскі процеси. Оскільки 
механізм активації є досить швидким, з константою часу у кілька мілісекунд, 
в даному випадку можна скористатись процедурою редукції системи 
диференційних рівнянь, запропонованою Крінським [1]. Максимум константи 
часу для інактивації кальцієвих та натрієвих каналів має той самий порядок, що 
і максимум константи активації калієвих каналів (кількох сотень мілісекунд), і 
тому струми цих каналів матимуть вигляд: 


, 4 
Ica = Koad den sinh 


iT " 
2 = 
а, = — | 14+ tanh e оа) 
(32) 
d 1 249-9,) | 
= 1 T 249-9,) р 
а! Тса cosh kT 2 апп p f 
(33) 
isa = Kpa A M, зак бе 
2kT " 
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1 2е(Ф- 
m 242500) 
2 kT 
(35) 
dh 1 2((9-9,)]|1 249 - v.) 
eg] demus ев, 
i 4 d. AF Р kT 
(36) 


де Ас, та Км є параметрами провідності кальцієвого та натрієвого каналів 
відповідно, Фе та Ф, і ?; та Ф, — потенціали напівінактивації. 


2.4. НАТРІЙ-КАЛІЄВИЙ НАСОС 


Натрій-калієвий насос, відповідальний за активний транспорт катіонів 
№ * та К”, виявлено в плазматичній мембрані практично всіх живих клітин. 
Низька концентрація Na'B цитозолі клітини та відповідно висока концент- 
рація A*, необхідні для виконання таких клітинних функцій як збуджуваність 
мембран, вторинний активний транспорт, регулювання осмотичного 
тиску, забезпечуються роботою Na*,K* насоса. Робота Na*,K* насоса повніс- 
тю описується таким рівнянням: 


а 
АТР * 3Na; +2K} <> ADP * 3Na; +2K; +P, 
^ (37) 
де АТР, АБР,Г, —  аденозин трифосфат, аденозин дифосфат та 
неорганічний фосфор відповідно. Енергія, необхідна для активного транспорту 
трьох катіонів Ма"та двох катіонів К проти їхніх електрохімічних градієнтів, 
визначається як 


AG,, = -3d 9 фл), (38) 
AG, = +2e( - дю) (39) 
Зміну загальної енергії Гібса можна визначити як 

AG = AG irp + AG. + AG, = MP arp +3. - 209, — p) , (40) 
де ^C.» — енергія, пов'язана з розпадом АТР, Par =AGam/e, Суму 


швидкостей прямої та зворотної реакції можна припустити постійною, 


оскільки Na*,K* насос швидко досягає насичення: 
а+ В = 4 (41) 
При рівновазі пряма та зворотна реакції повинні відбуватися з однаковою 
частотою, тобто: | 


Розв'язуючи рівняння (41) та (42) відносно ста В, маємо: 
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~ 1+ ехр(- 29) Es 
uu —— 
1+ ехр(- ag) зб 
Різниця 
ехр(- 29.) - exp( 28. АС 
а-В= 4 PL si) pS) = дані - 29 
ехр(- 20) + ехр( 20) 2kT (45) 
визначає сумарний струм Na*.K* насоса: 
+20, —39, — , 
ak TS Ме(а >. p) = Kijak -— Фк Qua = Фат | 
20r (46) 


де ky, = Мел 


2.5. Натрій-кальцієвий обмінник 


Для підтримання внутрішньоклітинної концентрації Са" в рівноважному 
стані певна частина катіонів Са", що входить до клітини через кальцієві 
канали, повинна бути переміщена в зовнішньо клітинне середовище. Цю фун- 
кцію виконує натрій-кальцієвий обмінник, який працює за звичайним 
електрохімічним градієнтом та градієнтом мембранного потенціалу. Рівняння, 
що описує роботу натрій-кальцієвого обмінника, має вигляд: 


а 
Ca; +3Naz «= Са; +3Na; 
й (47) 
Тобто, енергія, що витрачається на переміщення одного катіона Ca^ 
проти його електрохімічного градієнта, продукується при переході трьох 
катіонів Ма" за їхнім електрохімічним градієнтом: 


ДС = +3№а(ф — Pra) 


АС, = -2 Na( o == Qca ) (48) 
Загальна робота, що витрачається у цій реакції, дорівнює 


AG AG, АС р-ро 209.) (49) 


Співвідношення між а i 8 має такий самий вигляд, як і B (42), але Ha 
відміну від натрій-калієвого насоса ефект насичення для натрій-кальцієвого 
обмінника не очікується, і тому 


ep a 3Ф ка F Pca) 
2kT 


a = À exp| = 


(o ЗФ, ЕЯ 29.) 


B=Aexp SET T 
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де 2 - константа. Для сумарного струму и натрій-кальцієвих обмінників 
одержуємо такий вираз: 


ep = 3@yq + 20 cu) 


Ce -ne(a = В) = ky cq Sinh 
із 2kT (51) 


naCa 
де К vaca E 2neA 


2.6. Мембранний потенціал 


Припустимо, що електрична активність клітини визначається трьома 
К',Ма",Са" каналами, Na*K* насосом та Ма"Са" обмінником, а всіма іншими 
струмами можна знехтувати. Стандартне диференційне рівняння для 
мембранного потенціалу та закони збереження для внутрішньоклітинних 
концентрацій головних катіонів матимуть вигляд : 


do liv | ; ; . 
dt = во F Їха яке Ik Я Іхак t а) 
dN к - к M I 
dt FV 
аме, Я 20 oes d lc, 
dt | 2FV 


1 H . s 
ам Ма _ lna — Зі yaka - 1 NaCa 
dt FV (52) 
де C—€MHiCTb конденсатора, F —KoHcTaHTa Фарадея. Розв'язуючи систему 
рівнянь (52), знаходимо вирази для Їк'ха?са! 


des 
ig = ЕУ М + Riya 


CER 
= =2EV Ме. F 21 са 


loa dt 
| NR | 
Na = SEVEN Na - Biak zd Зі маса 
a (53) 
Підставляючи отримані вирази для струмів в рівняння для потенціалу, маємо: 
ар FV d; , 
— =———(N.4+2N,4+N. |= 0 
dt C dt ( K Ca x (54) 
Записуючи рівняння у вигляді: 
а FV | 
а Ру; +2№{. ENG) =0 
і (55) 
і інтегруючи (53), одержуємо: 
КИ, a 
g-—(Ni+2Ni,+Ni,)=A 
E (56) 
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Рис. 1. Змодельований потенціал дії пейс- Рис. 2. Динаміка калієвого іонного каналу 
мейкерної клітини СПВ. пейсмейкерної клітини СПВ. 
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Рис. 3. Динаміка кальцієвого іонного ка- Рис. 4. Динаміка натрієвого іонного каналу 
налу пейсмейкерної клітини СПВ. пейсмейкерної клітини СПВ. 


Константа інтегрування А знаходиться із умови, відповідно до яко! 
потенціал мембрани дорівнює нулю, коли концентрація катіонів зовні і 
всередині однакові. Таким чином, рівняння для потенціалу мембрани клітини 
має ВИГЛЯД: 

FV 


=——(Ni-NE+2(Ni, T №, )+М! - Ni) 


С ne (57) 


3. ЧИСЕЛЬНЕ МОДЕЛЮВАННЯ ПОТЕНЦІАЛУ ДІЇ, ВНУТРІШНЬО- 
КЛІТИННИХ КОНЦЕНТРАЦІЙ ТА ІНТЕГРАЛЬНИХ ІОННИХ СТРУМІВ 


Наведена теорія досить добре описує електрофізіологічну активність ре- 
альних клітин. Зокрема, за допомогою такої моделі було змодельовано спон- 
танну активність пейсмейкерної клітини СПВ кролика [6]. Для цієї клітини го- 
ловними струмами, які визначають пейсмейкерну активність, є інтегральні 
струми калієвих, натрієвих та кальцієвих каналів, струм натрій-кальцієвого об- 
мінника та струм натрій-калієвого насоса. Ha puc.l наведено змодельований 
потенціал дії пейсмейкерної клітини синусно-передсердного вузла кролика, 
який досить добре відповідає експериментально записаному потенціалу [6]. 


Е d * * 2+. p 
Динаміку струмів К .Na ,Са" іонних каналів показано на рис.2-4. На рис. 5 
наведено довгочасове моделювання потенціалів мембрани при рівних 
внутрішньо- та зовнішньо клітинних концентраціях катіонів в початковий 
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Рис. 5. Довгочасове моделювання потенціалу дії пейсмейкерної клітини СПВ. 
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Рис. 7. Коливання граничного циклу пейсмейкерної клітини. CNB 
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момент часу. Видно, що клітина досягає рівноважних потенціалів Нернста 
приблизно за 750 с (12,5 хвилин). На рис.6 показано змодельований потенціал 


дії при зміні зовнішньоклітинної концентрації К”, яка має місце при певних 
патологіях клітин міокарда, зокрема при ішемії. Як видно з графіка, при змі- 
ні зовнішньо клітинної концентрації K^ спостерігається аритмія в роботі 
пейсмейкерної клітини, що підтверджується експериментальними даними. 


Водночас при збільшенні зовнішньоклітинної концентрації К’ > 544 mM, 
спостерігався зрив граничного циклу. На рис. 7 показано фазову діаграму 
граничного циклу, де на осях відкладено внутрішньоклітинні концентрації 


головних катіонів — К Ма", Са"", При зміні початкових значень внутрішньоклі- 
тинних концентрацій в межах граничного циклу, траєкторія фазового портрета 
асимптотично наближається до граничного циклу, в той час як при збільшенні 


початкових значень, наприклад для K* » 5.44 mM, траєкторія фазового портрета 
прямує до нескінченності, тобто маємо нестійкість першого роду. 


СПОНТАННА АКТИВНІСТЬ ПЕЙСМЕЙКЕРНИХ КЛІТИН 
ЛЕВЧУК Ю.М., ПІНЧУК А.О., ЧЕПЕЛЕВСЬКА Н.В., ШКОДА Н.Г. 


В роботі розглянуто математичну модель спонтанної активності пейсмейкерної 
клітини синусно-передсердного вузла. Ауторитмія клітини досягається включенням в 
модель п'яти інтегральних іонних струмів -- калієвого, кальцієвого та натрієвого ка- 
налів, натрій-калієвого насоса та натрій-кальцієвого обмінника. Отримано динаміку 
зміни внутрішньоклітинних концентрацій головних катіонів, що відповідають за спо- 


нтанну активність клітини —  A'.M«.Ca^. Проведено моделювання потенціалу 
мембрани та струмів іонних каналів. За допомогою техніки фазових діаграм дослідж- 
сно граничні цикли ауторитмічних коливань. 


СПОНТАННАЯ АКТИВНОСТЬ ПЕЙСМЕЙКЕРНЫХ КЛЕТОК 
ЛЕВЧУК Ю.Н., ПИНЧУК А.О., ЧЕПЕЛЕВСКАЯ Н.В., ШКОДА Н.Г. 


В работе рассмотрена математическая модель спонтанной активности 
псйсмейкерной клетки синусно-предсердного узла. Ауторитмия клетки достигается 
включением в модель пяти интегральных ионных токов — калиевого, кальциевого и 
натрисвого каналов, натрий-калиевого насоса и натрий-кальциевого обменника. 
Получена динамика изменения внутриклеточных концентраций основных катионов, 
которые отвечают за спонтанную активность клетки —  A'.Na',.Ca". Проведено 
моделирование потенциала мембраны и токов ионных каналов. При помощи техники 
фазовых диаграмм исследованы предельные циклы ауторитмических колебаний. 
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МЕДИКО-БІОЛОГІЧНІ ЗАСТОСУВАННЯ 


ЕФЕКТ ВПЛИВУ ДВЧ-ОПРОМІНЕННЯ І МЕХАНОХІМІЧНО 
АКТИВОВАНОГО ДОКСОРУБІЦИНУ ПРИ ФІЗІОЛОГІЧНІЙ 
ТЕМПЕРАТУРІ НА ДНК ТА КУЛЬТУРУ КЛІТИН 
КАРЦИНОМИ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ ЛЮДИНИ МСЕ? 


В.Е. ОРЕЛ, Н.М. ДЗЯТКОВСЬКА, В.А. ЗІНЧЕНКО, М.Й. ДАНКО, 
Я.Б.ВЕРБІИ, O.P. МЕДИНЕЦЬ, А.В. РОМАНОВ, Ю.Г. МЕЛЬНИК 


Інститут онкології АМН України 


EFFECT OF VHF-IRRADIATION AND MECHANOCHEMICALLY 
ACTIVATED DOXORUBICIN AT PHYSIOLOGICAL 
TEMPERATURE ON DNA AND HUMAN BREAST CANCER 
CELL LINE MCF7 CULTURE 


У.Е. OREL, М.М. DZYATKOVSKAYA, У.А. ZINCHENKO, M.I. DANKO, 
YA. В.УЕКВТУ, YU. В. MEDINETS, A.V. ROMANOV, YU. С. MEL'NIK 


Abstract: Very high frequency (VHF) - irradiation at 37°C initiates different polar- 
ization and depolarization effects and also various changes of light absorption at 
260 nm in officinal (OF) and mechanochemically activited (MA) anticancer 
anthracycline antibiotic doxorubicin (DR) and in its complex with DNA. 
Combined influence by MA DR and VHF - irradiation at 37°C initiates greater 
major death of human breast cancer cell line MCF7 in culture than influence of 
OF drug and VHF-irradiation. At the same time are observed significant changes 
in mechanoemission chaos of tumor cells. 


ВСТУП 


Аналізуючи останні досягнення в галузі використання неіонізуючого еле- 
ктромагнітного випромінення (ЕВ) для схем комбінованого лікування злоякі- 
сних пухлин можна відзначити , що онкологи достатньо обережно ставляться 
до його широкого клінічного використання. Це пов'язано, по-перше, необхід- 
ністю використання при електромагнітній гіпертермії дуже високочастотного 
(ДВЧ) діапазону достатньо високих температур (до 43°С) з метою сенсибіліза- 
ції пухлинних клітин до радіо- та хіміотерапевтичного впливу, що обумовлює 
обмеженість контингенту пацієнтів, які здатні перенести такі гіпертермічні 
впливи. По-друге, невистачає сучасних знань механізмів дії ЕВ дуже високих 
частот (ДВЧ) з помірним тепловим ефектом при фізіологічних температурах на 
злоякісні пухлини, ізольована дія яких може супроводжуватись стимуляцією 
пухлинного росту. Використання ДВЧ-опромінення в комбінованій протипух- 
линній терапії хворих на рак молочної залози підсилює протипухлинну дію 
препаратів [1,2]. 

Антрацикліновий антибіотик доксорубіцин (ДР) понад 30 років викорис- 
товується в різних схемах терапії хворих на рак молочної залози [3]. Показа- 
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но, шо механохімічна активація (МХА) твердої форми ДР , не змінюючи його 
первинної структури, викликає пластичну деформацію та фазові перетворен- 
ня. При цьому утворюються активні продукти -- іони, вільні радикали у твер- 
дому стані препарату. Це викликає і збільшення концентрації одно- та двова- 
лентних позитивно заряджених іонів в розчині препарату [4]. 

Механохімічно активований (МА) ДР має вищу протипухлинну активність 
та менші побічні ефекти, ніж офіцінальний (ОФ) препарат при лікуванні хво- 
рих на рак молочної залози [5]. Одним з механізмів підсилюючого ефекту про- 
типухлинної дії позитивно зарядженого МА ДР є можливість активнішого йо- 
го проникнення через негативно заряджені мембрани пухлинних клітин та по- 
дальше його зв'язування з ДНК] 6]. Відомо, що існують орієнтаційні (атомні), 
електронні та іонні види поляризації речовин. Причому, в речовинах можуть 
існувати одночасно різні види поляризації. Також відомо, що електромагнітне 
опромінення (ЕО) впливає на поляризаційні ефекти та модифікує хіміорезис- 
тентність пухлинних клітин [7]. 

Можна припустити, що у разі комбінованої дії ЕО під впливом поляриза- 
ції ДР можуть спостерігатися ефекти, пов'язані з модифікацією взаємодії пре- 
парату з ДНК, що може вплинути на його протипухлинну активність. Виходя- 
чи з цього, метою нашої роботи було вивчення ефекту сумісної дії ДВЧ-опро- 
мінення та МА ДР на процеси поляризації в ДНК та протипухлинну актив- 
ність антрациклінового антибіотика в культурі клітин карциноми молочної за- 
лози людини МСЕ? при фізіологічній температурі. 


МАТЕРІАЛ ТА МЕТОДИ 


Препарати. В модельних експериментах використовували ДР (Pharmacia & 
Upjohn) та кристалічний препарат натрійової солі ДНК (Sigma, США), які роз- 
чиняли в бідистильованій деіонізованій воді. МХА твердої форми протипух- 
линного препарату подрібнювали на мікровібромлині ММУЕ-0,005 (“ Гефест”, 
Росія). 10 мг ДР розміщували в камері з п'ятьма кульками. Умови МХА: час- 
тота 35 Гц, амплітуда 9 мм, тривалість обробки 5 хв, інтенсивність підводу ме- 
ханічної енергії 20 Вт/г не викликали термолізу ДР. 

Клітинна культура. В дослідах використана культура клітин карциноми 
молочної залози людини МСЕ? з Банку клітинних культур Інституту експери- 
ментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН Укра- 
їни. Клітини вирощувались на культуральному середовищі RPM-l, до якого 
додавали 10%-ну ембріональну телячу сироватку та антибіотик гентаміцин в 
концентрації 25мкг/500мл середовища. Кількість клітин становила 10° в IMI 
середовища. Культура клітин культивувалась в термостаті при 37°C з додаван- 
ням 5% CO,. Клітини фарбували 0,4%-ним розчином трипанового синього. 
Виживаність клітин визначали в камері Горяєва за допомогою світлового мік- 
роскопа. 
0,02%-ним розчином ЕДТА, центрифугували та ресуспендували 0,9%-ним роз- 
чином NaCl. Подальшу підготовку біопроб проводили згідно з методикою [8]. 
В експериментах проводили 30 хв інкубацію суспензії клітин з ДР та одноча- 
сне ДВЧ-опромінювання, а потім інкубували без опромінення ще 30 хв., або 
11,5 годин. 
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ДВЧ-опромінення. Для опромінення розчинів та культури клітин викорис- 
товували апарат у діапазоні ДВЧ (Інститут онкології АМН України) з часто- 
тою 40 МГи та максимальною потужністю до 50 Вт. В рамочну антену апара- 
таа вставляли флакон з досліджуваною біопробою і здійснювали її ЕО. За до- 
помогою ультратермостата "Туре 03"( VEB РКОЕСЕВАТЕ-\МЕВКЕ, ФРГ) та 
проточної термостатованої кювети здійснювали термостатування біопроби до 
температури 37°С. Виміри та контроль температури біопроб проводили за до- 
помогою термопари з хромель-алюмелю та мікровольтнаноамперметра 
"Ф136"(Росія) з урахуванням градуйованної залежності показників приладу від 
температури термопари. 3 метою уникнення артефактів заміри температури 
проводили під час короткочасного відключення генераторів ЕВ. 

Поляризаційні та спектрофотометричні дослідження. Для оцінки поляри- 
заційних та деполяризаційних ефектів в розчинах ДР (0,1 мг/мл) та ДНК 
(І мг/мл) були використані методи: вимірювання електричного опору (EOT) за 
допомогою платинових електродів, генератора [3-33 (Росія) та цифрового 
мультиметра M3900 (Японія); рН-метрії за допомогою рН-метру 744 (CH-9101 
Herisau, Швейцарія); вимірювання МЕ за допомогою аналізатора МЕ TPA-3 
(Україна) та оцінки квантового хаосу МЕ клітин з допомогою параметра мак- 
симального розходження її фазової траекторії 5 [9]. 

Спектрофотометрію розчинів ДНК (Імг/мл) та ДР (І мкг/мл) при 260 нм 
проводили на приладі “Specord M40” (Німеччина). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


На рис.! наведені дані про зміни ЕОП розчину ДНК та комплексів ДНК 

з ОФ і МА ДР під впливом ДВЧ-опромінення. Під впливом ЕО спостерігалось 

зменшення ЕОП ДНК та його комплексів з ОФ і МА ДР в середньому на 23% 
(р<0,05). 

Результати вимірювання рН розчинів ДНК та його комплексів з ОФ i МА 

ДР наведені на рис. 2 (точність вимірювання рН -- 0,01). Аналіз цих даних 

свідчить, що ДВЧ-опромінення ДНК та його комплексу з МА ДР дещо зни- 

жувало рН (в середньому на І %), в той 

час, як опромінення комплексу ДНК з 


a PENIS ОФ ДР ініціювало незначне збільшення 
T C OQ ДР + ДНК pH — на 1 %. 

& MA ДР + ДНК : ў : 
3 Зміни інтенсивності МЕ ДНК та 


його комплексів з ОФ і МА ДР після дії 
ЕО наведені в рис. 3. Вимірювання МЕ 
ДНК (А-форма) проведені при 75%-ній 
відносній вологості. Інтенсивність МЕ 
і ДНК та його комплексу з МА ДР при 
1 2 ДВЧ-опроміненні знижувалась B серед- 
ньому на 55 % (p<0,05), а в комплексі 3 
ОФ ДР підвищувалась в 2,3 раза. 


EOT, кОм 


Рис. І. Зміни ЕОП в комплексі ДР з 


ДНК під впливом ЕО: | — без Відомо, що оптичні ROD USEC DU CLARE 
опромінення; 2 — ДВЧ-опромі- хромофорних груп ДНК залежать від її 
нення. конформаци. Спектри поглинання 
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Рис. 2. Зміни рН в комплексі ДР з ДНК Рис. 3. Зміни МЕ в комплексі ДР з ДНК 
під впливом ЕО: | — без опромі- під впливом ЕО: 1--без опромі- 
нення; 2 — ДВЧ-опромінення. нення; 2 -- ДВЧ-опромінення. 


окремих пар основ ДНК мають характерний максимум при Amas = 260 нм [10]. 


На рис. 4 наведені в процентному співвідношенні зміни під впливом ЕО оп- 
тичної густини при 260 нм комплексів ДР з ДНК відноосно до ДНК. 

Аналізуючи одержані дані слід зазначити, що на відміну від експериментів 
з комплексом ДНК та ОФ ДР, де ДВЧ-опромінення викликало зниження оп- 
тичної густини на 28 %, опромінення комплексу МА ДР з ДНК ініціювало 
збільшення оптичної густини на 10 %. 

Можна вважати, що такі різні зміни оптичної густини в комплексах ОФ та 
МА ДР з ДНК вірогідно пов'язані з гіперхромним ефектом, обумовленим 
п->п* та п->л* дипольними переходами в пуринових та піримідинових OCHO- 
вах молекули ДНК [10]. Тобто, ці дані добре узгоджуються з вишеописаними 
ефектами поляризації та деполяризації комлексу ДР з ДНК під впливом ДВЧ- 
опромінення. 

Одержані дані свідчать про особливості фізико-хімічних змін у взаємодії 
МА ДР з ДНК після ЕО при фізіологічній температурі, на відміну від дослідів 
з ОФ препаратом. Але чи можуть зафіксовані зміни фізико-хімічних показни- 
ків в дослідах in vitro впливати на біологічну, тобто протипухлинну, активність 
антибіотика? Тому в подальших експериментах ми вивчали виживаність куль- 
тури клітин карциноми молочної залози МСЕ? під впливом ОФ та МА MP i 
ДВЧ-опромінення при фізіологічній температурі з паралельною оцінкою ефе- 
ктів хаосу МЕ в клітинах. 

На рис. 5 показана виживаність культури клітин МСЕ? під впливом ОФ та 
МА ДР при дозі 0,02 мкг/мл і ДВЧ-опромінення. Аналізуючи ці дані можна 
відмітити, що ізольоване ДВЧ-опромінення практично не впливало на життє- 
здатність клітин. В пробах з ОФ ДР було 54 % ‚ а з МА ДР — 49 % живих клі- 
тин. При комбінованій дії препаратів та опроміненні в присутності ОФ препа- 
рату знаходилось 27% живих клітин, а в експериментах з МА ДР - 18 %. 

Одержані дані свідчать про найбільший протипухлинний ефект при ком- 
бінованій дії МА ДР та ДВЧ-опромінення. 
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Рис. 4 - Вплив EO на оптичну ry- Рис.5 Виживаність клітин MCF7: | - 
стину комплексу ДР з контроль без впливу; 2 - ДВЧ- 
ДНК відноно до ДНК опромінення; 3 — ОФ ДР; 4 - 
(96): 1 — без опромінен- МА ДР; 5 - ОФ ДР + ДВЧ - 
ня; 2 — ДВЧ-опромінен- опромінення; 6 — МА ДР + ДВЧ 
ня. - опромінення. Доза ДР 0,02 


мкг/мл при 1-годинній інкубації. 

На рис. 6 показана виживаність, а на рис. 7 параметр максимального роз- 
ходження фазової траєкторії 5 МЕ клітин культури МСЕ? під впливом ОФ та 
МА ДР при дозі 0,01мкг/мл i ДВЧ-опроміненні. Як i в попередніх досліджен- 
нях, ізольоване ДВЧ-опромінення практично не впливало на життєздатність 
пухлинних клітин. Після 1-годинної інкубації з ОФ ДР було 80 % ,а з МА ДР 
-- 63% живих клітин. При комбінованій дії препаратів та а в при- 
сутності ОФ препарату було 50 %, а в експериментах з МА ДР - 37 % живих 
клітин карциноми молочної залози MCF7. Інкубація на протягом 12 годин з 
ОФ та МА ДР викликала зменшення виживаності клітин карциноми молочної 

залози МСЕ-7 до 80 % і 63 % відповідно. Додаткове ДВЧ- "опромінення клітин 

в середовищі яких знаходився ОФ ДР, викликало загибель 20 %, а МА ДР — 
40 % клітин. Після 12-годинної інкубації при вдвічі меншій дозі MA препара- 
ту та ДВЧ-опромінення зберігався цитотоксичний ефект. 

Наведені дані також ілюструють більший протипухлинний ефект комбіно- 
ваної дії МА ДР та ДВЧ-опромінення на культуру клітин карциноми молочної 
залози людини МСЕ? при фізіологічній температурі в середньому в усіх екс- 
периментах на 14 %. Цей ефект, можливо, y обумовлений тим, що B усіх екс- 
периментах з МА ДР спостерігався на 11 % більший протипухлинний ефект, 
ніж з ОФ препаратом. 

Аналізуючи окремі результати дослідження зображеного на рис.7 параме- 
тру максимального розходження фазової траєкторії 5 МЕ культури клітин 
МСЕ-7 під впливом ОФ та МА ДР при дозі 0,0 ]мкг/мл і ДВЧ-опроміненні Mo- 
жна відмітити, що максимальна виживаність в контрольному експерименті пі- 
сля годинної інкубації дорівнювала максимальному рівні параметра 5. Взагалі, 
коефіцієнт експоненціальної кореляції між 5 та виживаністю культури клітин 
МСЕ? після 1-годинної інкубації г = 0,53+0,07, а після 12-годинної інкубації 
г = 0,6x0,07. 
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нення при 37"С ініціюють більшу загибель культури клітин карциноми молочної зало- 
зи людини MCFT, ніж ОФ препарат ra ДВЧ-опромінення. При цьому спостерігають- 
ся сутт'єві зміни в механоемісійному хаосі пухлинних клітин. 


ЭФФЕКТ ВЛИЯНИЯ ОВЧ-ОБЛУЧЕНИЯ И МЕХАНОХИМИЧЕСКИ 
АКТИВИРОВАННОГО ДОКСОРУБИЦИНА ПРИ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ 
ТЕМПЕРАТУРЕ НА ДНК И КУЛЬТУРУ КЛЕТОК КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА МСЕ? 


В.Э. ОРЕЛ, Н.Н. ДЗЯТКОВСКАЯ, В.А. ЗИНЧЕНКО, М.И. ДАНКО, Я.Б. ВЕРБИЙ, 
Ю.Р. МЕДИНЕЦ, А.В. РОМАНОВ, Ю.Г. МЕЛЬНИК 


Очень высокочастотное (ОВЧ) облучение при 37°С инициирует разные 
поляризующие и деполяризующие эффекты, а также изменения в поглощении света 
при 260 нм в растворах официнального (ОФ), механохимически активированного 
(МА) антрациклинового антибиотика доксорубицина (ДР) и в его комплексах с ДНК. 
Комбинированное действие МА ДР и ОВЧ-облучения при 37°С инициирует большую 
гибель культуры клеток карциномы молочной железы человека MCF7, чем влияние 
ОФ препарата и ОВЧ-облучения. При этом наблюдаются сушественные изменения в 
механоэмисионном хаосе опухолевых клеток. 
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NEGATIVE (REVERSE) FLUXES ОЕ MM-ELECTROMAGNETIC 
RADIATION USED IN THE TREATMENT 
OF SOME NEUROLOGIC DISEASES 
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Abstract: Sanogenetic influence of the negative (reverse) fluxes of mm-electro- 
magnetic radiation on dynamics of the painful syndrome was studied for the cases 
of atherosclerotic discirculatory encephalopathy and neurodistrophic spinal col- 
umn and joints injures (osteochondrosis, arthrosis). 


Ключевые слова: отрицательные (обратные) потоки излучения, миллимет- 
ровое электромагнитное излучение, болевой синдром, неврологические за- 
болевания 


Применение методов квантовой медицины для лечения неврологических 
больных получает все большее признание среди специалистов. В основном это 
касается ее классических технологий, в частности микроволновой резонанс- 
ной терапии (МРТ), с применением серийных аппаратов монохроматических 
и шумовых сигналов (“АМРТ-01”, “AMPT-02”, “Электроника-КВЧ”, “Порог” 
и их разнообразные модификации). Вместе с тем результаты научных и техни- 
ческих разработок, выполненных в последнее время в НИЦ "Відгук", и поло- 
жительные результаты их использования в медицинской практике свидетель- 
ствуют о перспективности применения так называемых отрицательных (обрат- 
ных) потоков микроволнового электромагнитного излучения (ЭМИ) при лече- 
нии больных. 

Понятие отрицательных потоков электромагнитного излучения введено 
известным советским физиком Б.И. Степановым [1]. Под его руководством 
спектроскопистами минской школы, в частности Я.С. Хващевской, экспери- 
ментально изучены особенности взаимодействия с веществом отрицательных 
потоков инфракрасного излучения. 

Б.И.Степанов показал, что с помощью отрицательных потоков ЭМИ 
можно создать режим так называемого отрицательного возбуждения облучае- 
мой среды, в результате которого частицы вещества, находящиеся в состоянии 
термодинамического равновесия на высоких уровнях энергии, переходят не 
вверх (как при обычном возбуждении), а вниз, и общая энергия системы час- 
тиц уменьшается — происходит отбор энергии от системы частиц. На практи- 
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ке для этого достаточно при облучении использовать охлажденные источники 
температурного излучения, что эквивалентно облучению исследуемой системы 
отрицательным потоком излучения. 

В микроволновом диапазоне отрицательные потоки ЭМИ были обнаруже- 
ны [2] при исследовании собственного микроволнового излучения физических 
и биологических объектов в диапазоне частот 54—78 Ггц. Экспериментальная 
и клиническая апробация отрицательных потоков миллиметрового ЭМИ [3] 
продемонстрировала их высокую терапевтическую эффективность. В частнос- 
ти, ярко выраженный терапевтический эффект (в особенности при лечении 
больных с воспалительными заболеваниями, которые сопровождаются боле- 
вым синдромом) наблюдался при совместном (сочетанном) использовании от- 
рицательных и положительных потоков миллиметрового ЭМИ. В дальнейшем 
это было подтверждено и клиническими исследованиями [4]. 

Целью настоящих исследований является клиническая апробация отрица- 
тельных потоков миллиметрового ЭМИ в режиме мономодального воздейст- 
вия, то есть без использования положительных потоков. 

В работе изучалось воздействие отрицательных (обратных) потоков мил- 
лиметрового ЭМИ на динамику болевого синдрома при атеросклеротической 
дисциркуляторной энцефалопатии, а также нейродистрофических поражениях 
позвоночника и суставов (остеохондроз, артрозы). 

Наблюдались 27 мужчин и 15 женщин в возрасте от 35 до 60 лет с давно- 
стью заболевания от 7 до 20 лет. Общим для обеих групп больных было нали- 
чие болевого синдрома. 

У 9 больных наблюдался цефалгический синдром, у 66 из них головные бо- 
ли имели постоянный характер, a y 13 пациентов были эпизодическими. У 
больных с нейродистрофическими поражениями болевой синдром проявлялся 
цервикалгией, люмбоишиалгией и болями в суставах. Все больные прошли об- 
щепринятое соматическое и клинико-неврологическое обследования, а также 
акупунктурную диагностику (для определения меридианов с избытком энер- 
гии). 

Для облучения больных отрицательными потоками миллиметрового ЭМИ 
использовался разработанный в НИЦ "Відгук" аппарат для микроволновой 
резонансной терапии “ПОРОГ-НТ” [5], действующий на отрицательных по- 
токах миллиметрового ЭМИ. Он обеспечивал генерацию и излучение электро- 
магнитного шума в диапазоне от 37,5 до 78,33 ГГи с эффективной шумовой 
температурой Tupp. 268—280 К. 

Учитывая, что при действии отрицательных (обратных) потоков ЭМИ 
энергия от облучаемого объекта отбирается, а также базируясь на древневос- 
точных представлениях о меридианах и циркуляции энергии по ним, можно 
сделать вывод о том, что отрицательные (обратные) потоки миллиметрового 
ЭМИ в первую очередь целесообразно использовать с целью удаления избыт- 
ка энергии из того или иного меридиана. Поэтому определение показаний и 
выбор биологически активных точек (БАТ), облучаемых с помошью генерато- 
ра “ПОРОГ-НТ”, осуществлялись с учетом постулатов древневосточного уче- 
ния “инь-ян” и общепринятых принципов подбора БАТ с использованием се- 
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Курс лечения составлял в среднем 10 сеансов 30-минутного ежедневного 
воздействия отрицательными потоками без использования положительных по- 
токов микроволнового ЭМИ. За 6 дней до и во время лечения отрицательны- 
ми потоками больные полностью прекращали прием медикаментов и исполь- 
зование немедикаментозных методов лечения. Эффективность применения от- 
рицательных потоков оценивали по динамике клинической картины патоло- 
гического процесса и результатам параклинических исследований (активность 
ферментов крови, иммуннологические исследования, состояние кровообраще- 
ния внутренних органов, оценка кислородного обмена). 

Анализ проведенных исследований показал, что после курса проведенно- 
го лечения у 83% больных полностью или почти полностью регрессировал бо- 
левой синдром. У большинства больных отмечалось исчезновение или значи- 
тельное уменьшение других патологических синдромов (астенического, ради- 
кулярного, вестибулярного). Параклинические исследования также в боль- 
шинстве случаев указывали на улучшение общей оценки состояния больного 
после проведенного курса лечения. Катамнестические исследования, прове- 
денные через 3 месяца после лечения, подтвердили устойчивость положитель- 
ного эффекта у 77% исследуемых. 

Результаты проведенных исследований позволяют сделать следующие вы- 
воды: 

1) отрицательные (обратные) потоки миллиметрового ЭМИ в режиме 
мономодального воздействия положительно влияют на саногенез больных с 
церебральным атеросклерозом и нейродистрофическими поражениями позво- 
ночника; 

2) использование отрицательных потоков миллиметрового ЭМИ в кван- 
товой медицине перспективно в плане разработки отдельной технологии ку- 
пирования болевых синдромов. 


ВІД'ЄМНІ (ЗВОРОТНІ) ПОТОКИ МІЛІМЕТРОВОГО ЕЛЕКТРОМАГШТНОГО BH- 
ПРОМІНЮВАННЯ У ЛІКУВАННІ ДЕЯКИХ НЕВРОЛОГІЧНИХ ЗАХВОРЮВАНЬ 


В.М. КУЗЬМЕНКО, Г.В. ПОНЕЖА 


Досліджено саногенстичний вплив від'ємних (зворотних) потоків мілімстрово- 
го слектромагнітного випромінювання на перебіг больового синдрому при атероскле- 
ротичній дисциркуляторній енцефалопатії і нейродистрофічних ураженнях хребта і 
суглобів (остеохондроз, артрози). 


ОТРИЦАТЕЛЬНЫЕ (ОБРАТНЫЕ) ПОТОКИ МИЛЛИМЕТРОВОГО ЭЛЕКТРО- 
МАГНИТНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ В ЛЕЧЕНИИ НЕКОТОРЫХ НЕВРОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИИ 


В.М. КУЗЬМЕНКО, Г.В. ПОНЕЖА 
Исследовано саногенстическос влияние отрицательных (обратных) потоков 
миллиметрового электромагнитного излучения на динамику болевого синдрома при 


атеросклеротической дисциркуляторной энцефалопатии и нейродистрофических по- 
ражениях позвоночника и суставов (остеохондроз, артрозы). 


98 


Отрицательные потоки миллиметрового ЭМИ в лечении некоторых неврологических заболеваний 


N 


ЛИТЕРАТУРА 


Степанов Б.И. Основы спектроскопии отрицательных световых потоков. - 
Минск: Изд-во Белгосуниверситета, 1961. - 124 с. 

Ponezha G.V., Sitko S.P., Skripnik Yu.A., Yanenko А.Е. Regular and Reverse Fluxes 
of Microwave Radiation from Physical and Biological Objects // Physics of the 
Alive, v.6, No 1. - 1998. - Р. 11 - 14. 

Бундюк Л.С., Кузьменко А.П., Понежа Г.В. Экспериментальная и клиническая 
апробация отрицательных потоков микроволнового электромагнитного излу- 
чения//Фізика живого, т.7, №2. — 1999. — С. 11 — 18. 

Грубник B.II., Перегудов C.M., Рогачов A.I., Cimexo C.T., Скрипник Ю.О., Ши- 
ян K.B., Яненко О.П. Шумов! генератори низькоінтенсивних сигналів в техно- 
логіях квантової медицини //Фізика живого, т.8, Мо2. — 2000. - С. 89 — 95. 
Дослідження впливу зворотних (від'ємних) потоків електромагнітного BH- 
промінювання мм-діапазону на біологічні об'єкти та розробка терапевтично- 
го приладу для технологій квантової медицини. Звіт про НДР (заключний). 
- Київ, 2000.—80 с. 


99 


ИРИДОДИАГНОСТИКА КАК ИНФОРМАТИВНЫЙ МЕТОД 
ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ МИКРОВОЛНОВОЙ РЕЗОНАНСНОИ 
ТЕРАПИИ В ЛЕЧЕНИИ ОСТЕОХОНДРОЗА 


И.В. РОЙ, И.В. ФЕДОТОВА, Т.Е. РУСАНОВА 


Научно-исследовательский центр квантовой медицины "Відгук " 
Институт травматологии и ортопедии АМН Украины, Киев 
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Abstract: In represented work are shown the results of iridodiagnostic examina- 
tion of 214 patients with osteochondritis. 28 patients from this group were treat- 
ed by MRT-method. Analysis of received data demonstrates high effect of MRT- 
method; iridodiagnostical examination gives possibility to show patology of ver- 
tebrarium on early stage and to observe a dynamic of the disease. 


Keywords: osteochondritis of vertebrarium, microwave resonance therapy, irido- 
diagnostic method, medical rehabilitation. 


Введение 


Остеохондроз позвоночного столба — наиболее распространенное заболе- 
вание опорно-двигательного аппарата. В большинстве случаев патологические 
изменения в позвоночном столбе протекают на фоне сопутствующих заболе- 
ваний, требующих соответствующей терапии. 

В последние годы особое внимание уделяется немедикаментозным мето- 
дам лечения, поскольку медикаментозная терапия зачастую сопровождается 
побочными эффектами. Таким новым перспективным методом является ме- 
тод квантовой медицины — микроволновая резонансная терапия (МРТ). Ос- 
нована МРТ на воздействии низкоинтенсивного электромагнитого излучения 
милиметрового диапазона на биологически активные точки, через которые 
осуществляется коррекция электромагнитного каркаса организма. 

Установлено, что МРТ при целом ряде патологических состояний положи- 
тельно влияет на защитные силы организма, как посредством действия на им- 
мунную систему, так и через систему нейрогуморальной регуляции (С.П.Сить- 
ко, Г.В.Гайко, І.П.Вернигора, І.В.Федотова, 1999). 

C пелью диагностики дегенеративно-дистрофических очагов поражения 
позвоночного столба, их типа, формы и стадии развития, а также клинико-не- 
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врологических проявлений наряду с другими методами исследования можно 
использовать и биомикроскопическое исследование радужной оболочки глаза. 
Благодаря этому методу, основанному на оценке адаптационно-трофических 
изменения в радужке, возможно диагностирование приобретенных и наслед- 
ственных заболеваний человека (Е.Вельховер, 1992; И.В.Рой, 1992, 1997). 


Материалы и методы исследования 


Нами обследовано 214 больных остеохондрозом: 45 человек (21,2%) — с 
поражением шейного отдела позвоночника, 18 (8,4%) — поясничного отдела 
позвоночника, 68 (31,7%) - распространенным остеохондрозом позвоночника. 
Методом микроволновой резонансной терапии было пролечено 28 человек с 
распространенным остеохондрозом позвоночника. Почти у всех этих больных 
наблюдались компенсированные или субкомпенсированные заболевания вну- 
тренних органов, с учетом которых осуществлялся выбор метода лечения. В 
числе сопутствующих заболеваний были выявлены: язвенная болезнь желудка 
(ЯБЖ) у 5 пациентов, гастродуоденит у 3, панкреатит у 4, гипертоническая бо- 
лезнь у 7 и вегетососудистая дистония — у 5 пациентов. 

Воздействие осуществлялось на биологически активные точки электромаг- 
нитным излучением мм-диапазона крайне низкой интенсивности. Рецептура 
точек определялась индивидуально для каждого больного с учетом сопутству- 
ющих заболеваний. Использовались медицинские приборы микроволновой 
резонансной терапии “АМРТ-01”, "АМРТ-27, диапазон терапевтических резо- 
нансных частот при лечении больных с распространенным остеохондрозом 
позвоночника составлял 58-63 ГГц, интегральнал мощность излучения 3x10? — 
1x10? Вт/см, с использованием преимущественно минимального уровня. Курс 
лечения состоял из 10—12 сеансов. Для стимуляции мышц спины и нижних 
конечностей, а также для коррекции нарушенных взаимоотношений между 
структурными элементами позвоночника больным назначались такие реабили- 
тационные мероприятия, как ЛФК, массаж, электромиостимуляция. Эти про- 
цедуры проводились через несколько часов после проведения микроволновой 
резонансной терапии. 

Все больные прошли иридологическое обсследование до и после курса 
МРТ с помощью щелевой лампы “Zeiss” SLF-310. Полученные данные зано- 
сились в специальные иридологические карты для динамического наблюдения 
за больными: оценки возрастных изменений, течения патологического процес- 
са, эффективности проводимого лечения и т.д. 


Результаты И ИХ обсуждение 


На основе проведенных обследований, с учетом жалоб больных, а также 
данных клинико-неврологических исследований произведена оценка результа- 
тов применяемого лечения. Наблюдались: полный или значительный регресс 
болей, миотонической реакции, нормализация осанки и походки, увеличение 
объема движений в заинтересованных отделах позвоночника. После первого 
курса МРТ у некоторых больных сохранялась гипестизия, парастезия, сниже- 
ние силы в дистальных отделах конечностей. Таким больным проводился по- 
вторный курс лечения МРТ через 3-4 недели до нормализации самочувствия. 
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Отмечена положительная динамика в течении сопутствующих заболева- 
ний. Так, у 4 пациентов из 5 с ЯБЖ наблюдалось уменьшение болевого синд- 
рома, эндоскопическое обследование засвидетельствовало рубцевание язвен- 
ного дефекта. У больных с другими нарушения желудочно-кишечного тракта 
отмечалось улучшение общего состояния. Практически во всех случаях гипер- 
тонической болезни и вегетососудистой дистонии достигнута нормализация 
артериального давления, уменьшение головных болей. 

Радужка — своеобразное нервно-сосудисто-мышечное образование, в ко- 
тором происходят непрерывные изменения, связанные, с одной стороны, со 
светоэнергетическим внешним воздействием и, с другой, — с патологически- 
ми изменениями в организме. Эти изменения происходят при посредничестве 
симпатической нервной системы и регулируются мозговыми центрами. Благо- 
даря наличию иридовисцелярных связей нарушения, возникающие в органах 
и системах, приводят к общим и локальным изменениям микроциркуляции и 
пигментного обмена в радужке, к появлению соответствующих структурных и 
хроматических иридознаков (Коновалов В.В., 1990). Кроме того, радужная 
оболочка является единственной структурой, отображающей врожденную на- 
следственную патологию. 

Нам представилась возможность верифицировать локализацию зоны про- 
екции позвоночного столба и наблюдать изменения, происходящие в ней 
(И.В.Рой, 1999). 

Проекционной зоной позвоночника является периферия автономного 
кольца радужной оболочки глаза, от шейного отдела позвоночника СІ (12 час. 
00 мин.) до крестцового отдела 51 (6 час. 00 мин.). 

Знаки патологии позвоночника на ражужной оболочке обследованных на- 
ми больных проявляются в виде поперечных трещин автономного кольца (АК) 
и желтого свечения. Кроме этих знаков, у обследованных больных отмечались 
и токсико-дистрофические знаки, такие как зашлакованность автономного 
кольца, токсическая лучистость, дистрофический ободок, лимфатический ро- 
зарий, токсические пятна, которые концентрировались в проекционных зонах 
пораженных органов. 

У светлоглазых людей с радиальным или радиально-волнистым типом ра- 
дужки знаки патологии позвоночника чаще проявлялись в виде встроенных 
лакун, желтого свечения автономного кольца, лимфатического розария, ток- 
сических пятен, которые концентрировались в проекционных зонах поражен- 
ных органов. 

У темноглазых людей с гомогенным или радиально-гомогенным типом ра- 
дужки патология проявлялась в виде поперечных трешин автономного кольца, 
зашлакованности АК, токсической лучистости. 

У 90% обследованных нами больных наблюдалась слабость соединитель- 
ной ткани радужной оболочки (поверхностный мезодермальных листок РО 
имел значительные дефекты и местами отсутствовал, образуя проемы в стро- 
ме), что указывает на генетическую особенность индивидуума, склонность к 
атрофии эластичной соединительной ткани, врожденную слабость органов, 
повышенную утомляемость, низкую резистентность, склонность ко многим за- 
болеваниям функционального характера. 
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После лечения методом МРТ радужная оболочка претерпевала некоторые 
изменения. Следует отметить, что некоторые патологические знаки радужки 
были топостабильными — это трещины автономного кольца, разрывы АК, 
встроенные лакуны. Другие знаки были тополабильными — уменьшилась за- 
шлакованность АК, радужка становилась светлее и тоньше, трабекулы очища- 
лись от зашлакованности, что свидетельствует об удалении токсических про- 
дуктов обмена веществ, накопленных в отдельных органах и системах. Неко- 
торые пигментные пятна уменьшились в размерах, лакуны сокрашались, их 
дно, а также дистрофический ободок становились более светлыми. У трех 
больных полностью исчез лимфатический розарий. 

Очищение радужной оболочки под воздействием лечения не зависело от 
возраста и пола, но лучше динамика происходящих изменений наблюдалась у 
светлоглазых людей. 


ТАБЛИЦА 

Распределение больных по полу, локализации процесса и цвету глаз 
Локализация Количество бо- | Жен- | Myx | Темно | Свет- 
процесса в льных/абсолют | щи- | чины | -гла- | логла- 
позвоночнике ное число % HbI зые зые 
Шейный отдел 45/21,2% 32 13 18 27 
Грудной отдел 18/8,4% 10 8 8 10 
Пояснично- 83/38.7% 55 28 42 41 
_крестцовый отдел | | He. 
Распространеный 68/31.7% 145 23 18 50 
остеохондроз | 

Всего 214/100% _ уран: 


Выводы 


1. Биомикроскопическое исследование радужной оболочки глаза являет- 
ся высокоинформативным методом. Благодаря раннему обнаружению дефек- 
тов можно определить направление превентивных мер и назначить профилак- 
тическую терапию на стадиях, когда клиническое обследование еще безрезуль- 
татно. Это предупреждает проявление врожденной органной слабости и спо- 
собствует поддержанию здоровья человека в течение длительного времени. 

2. Радужная оболочка глаз с ее соматическими информационными цент- 
рами может служить хорошим “индикатором”. Ее изменения позволяют объ- 
ективно судить о положительном действии МРТ, адаптационно-трофических 
сдвигах, происходящих в системе проекционной экстрорецепции. 

3. МРТ положительно влияет на течение патологического процесса у 
больных остеохондрозом позвоночного столба, дает возможность купировать 
ведущие патологические симптомокомплексы. 

4. МРТ обеспечивает индивидуальный подход в лечении больных, спо- 
собствует лечению не только основной болезни, но и сопутствующих патоло- 
гических процессов, сокращает длительность лечения, уменьшает медикамен- 
тозную нагрузку на организм больного. 
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5. Наиболее эффективны лечебно-реабилитационные мероприятия на 
ранних стадиях развития вертебральной патологии до развития плохо обрати- 
мых неврологических корешковых расстройств. 


ТРИДОДІАГНОСТИКА ЯК ІНФОРМАТИВНИЙ МЕТОД ДЛЯ ЗАСТОСУВАННЯ 
МІКРОХВИЛЬОВОЇ РЕЗОНАНСНОЇ ТЕРАПІЇ У ЛІКУВАННІ ОСТЕОХОНДРОЗУ 


І.В. РОЙ, І.В. ФЕДОТОВА, Т.Є. РУСАНОВА 


У представленій роботі надані результати іридологічного обстеження 214 
пацієнтів. 28 пацієнтів з цієї групи були проліковані методом МРТ. Аналіз отриманих 
даних показує високу ефективність методу МРТ; іридологічне обстеження дає 
можливість виявлення патології хребта на ранніх стадіях та спостереження динаміки 
захворювання. 


ИРИДОДИАГНОСТИКА КАК ИНФОРМАТИВНЫЙ МЕТОД ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ 
МИКРОВОЛНОВОЙ РЕЗОНАНСНОЙ ТЕРАПИИ В ЛЕЧЕНИИ 
ОСТЕОХОНДРОЗА 


И.В. РОЙ, И.В. ФЕДОТОВА, Т.Е. РУСАНОВА 


В представленной работе поданы результаты иридологического исследования 
214 пациентов. У 28 пациентов этой группы больных при лечении был использован 
метод МРТ. Анализ полученных данных показывает высокую эффективность метода 
МРТ; иридологическое исследование дает возможность выявления патологии хребта и 
наблюдения динамики болезни. й 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ КВЧ-РЕФЛЕК- 
ТОМЕТРИИ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ АТЕРОСКЛЕРОЗА 
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THEORETICAL AND APPLIED ASPECTS OF THE 
DIFFERENTIAL MMW-REFLECTOMETRY USE 
IN THE ATHEROSCLEROSIS DIAGNOSTICS 


І.А. IVANCHENKO, У.М. KUZMENKO, T.V. ZAVALSKA, 
A.V. IVANOVSKA, B.F. RUD'KO 


Scientific Research Center of Quantum Medicine " Vidhuk " 


Abstract: The model is proposed founding on the Landau thermodynamical the- 
ory of phase transitions for the single-axis crystals to explain an anisotropy 
MMW-reflection effect being observed by us, in the atherosclerosic and coronary 
discasc patients' skin acupuncture zones. The experimental data brought numeri- 
cal evaluations for the model parameters. 


Key words: coefficient anisotropy, acupuncture zones, lipids of plasma blood, liq- 
uid crystals. 


Введение 


Одним из направлений, используемых при комплексной диагностике ате- 
росклероза, много лет продолжает оставаться исследование липидного обмена. 

Традиционно липидный обмен оценивают по состоянию липидов плазмы 
крови. В последнее время опубликованы работы [7], в которых показано, что 
у больных атеросклерозом коронарных сосудов (ишемическая болезнь сердца 
(ИБС)) в коже внутренней поверхности предплечья на глубине до Імм обна- 
ружено накопление свободного холестерина, количество которого достоверно 
отличается от данных полученных для группы контрольных обследуемых. По 
результатам работ сделаны выводы, что кожу можно считать высокоинформа- 
тивным объектом для выявления лиц с нарушениями липидного обмена. Осо- 
бенно это важно при отсуствии у больных признаков дислипопротеидемий в 
плазме крови. 

В наших предыдущих работах, посвященных диагностическим возможно- 
стям метода КВЧ-рефлектометрии [1-4], мы проследили связь, существующую 
между значениями коэффициента анизотропии AF, измеренными на коже в 
акупунктурных точках, и данными электрокардиографии для исслелуемой 
группы пациентов кардиологического профиля. Мы также определили гранич- 
ное значение АЕ=0,5дБ, отличающее норму состояния в исследуемой акупунк- 
турной точке от патологии [1]. Результаты исследований, проведенные нами 
на нескольких сотнях пациентов, дали возможность предположить, что мы 
имеем дело с неким новым показателем жизнедеятельности, который может 
быть использован в диагностических целях [4]. Необходимо было установить 
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природу эффекта, вызывающего появление эллиптичности в поляризации вол- 
ны, отражаемой от кожи, при возникновении патологического процесса в сер- 
дечно-сосудистой системе. 

Интересным для оценки природы эффекта являются работы Полякова 
[5], и Минца [6], в которых показана связь между патологическими процесса- 
ми в сердечно-сосудистой системе и жидкокристаллическим состоянием липи- 
дов плазмы крови. Известно, что важнейшую роль в патологии играют фазо- 
вые переходы между аморфным, жидкокристаллическим и твердокристалличе- 
ским состоянием, происходящие в смеси липидов, холестериновых эфиров и 
холестерина, которые перемещаются с плазмой крови по сосудам. 

Сопоставляя вышеприведенные данные с результатами использования 
метода КВЧ-рефлектометрии [1-4] у группы пациентов с ИБС, было выска- 
зано предположение, что изменение анизотропных свойств кожи может быть 
связано с изменением параметров липидов плазмы крови, находящихся в жид- 
кокристаллическом состоянии. 

Для подтверждения этой гипотезы нами предложена теоретическая мо- 
дель, рассмотренная в настоящей работе. В ней содержатся некоторые био- 
физические механизмы, которые позволяют рассматривать нашу методику АЕ 
как новый маркер для диагностики атеросклероза. 


Теоретическая модель 


Хотя теории жидких кристаллов (ЖК) посвящено достаточно много pa- 
бот, подавляющее большинство из них относится к описанию вида ЖК, назы- 
ваемых термотропными, которые имеют обширное применение в технике, и 
фазовое состояние которых управляется температурой и внешним электриче- 
ским или магнитным полем (см. например [8]). В то же время ЖК, находящи- 
еся в плазме крови, равно как и в других биологических жидкостях относятся 
к виду лиотропных, т.е. представляют собой водные растворы. Например, 
плазма крови содержит липиды, холестерин и холестериновые эфиры [5]. Фа- 
зовый состав плазмы управляется температурой, концентрацией компонентов 
и внешними полями. ЖК плазмы могут находится в различных состояниях: 
аморфном, ламеллярном (слоистая структура), мицеллярном (отдельные сгуст- 
ки) и кристаллическом [9]. Теория лиотропных кристаллов развита в меньшей 
степени чем термотропных. В настоящее время отсутствуют физические моде- 
ли для многокомпонентных жидкокристаллических структур, каковыми явля- 
ются липидные комплексы мембранных систем или плазмы крови. 

В данной работе предлагается упрощенная модель, с использованием дан- 
ных об электрических свойствах жидкокристаллических липидов, которые мо- 
гут проявляться в сегнетоэлектрических эффектах рассматриваемой среды [5]. 
Сегнетоэлектрики (СЭ) обладают в определенном диапазоне температур спон- 
танной поляризацией, зависящей от внешних воздействий. Структура СЭ об- 
разуется в результате фазового перехода (ФП), жидкого кристалла (ЖК) из не- 
поляризованной (параэлектрической) в поляризованную фазу. Такая структу- 
ра обладает дальним порядком в макроскопической области. Интересующая 
нас система состоит из амфифильных молекул, в свою очередь состоящих из 
гидрофильной и гидрофобной части и имеющих удлиненную форму. Сущест- 
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вуют различные методы подхода к такого рода задачам, которые учитывают те 
или иные свойства системы. Мы воспользуемся термодинамической теорией 
фазовых переходов Ландау [10,11], которая исходит из факта существования 
ФП при понижении температуры до критической точки Т =Т.. При этом on- 
ределенные атомы смещаются из симметричных положений. Совокупность 
этих смещений связана с параметром порядка, который равен нулю при Т?Т.. 

Предположим, что мы имеем дело с собственным одноосным типом СЭ, в 
котором направление сплошной поляризации определяется с точностью до зна- 
ка, в то время как в неполяризованной фазе оба взаимно противоположных на- 
правления, параллельных оси СЭ, при этом должны быть эквивалентны. 

Примем в качестве параметра порядка вектор диэлектрической поляриза- 
ции вещества Р, величина которого определяет степень отклонения поляризо- 
ванной фазы от неполяризованной. Это значит, что Р будет рассматриваться 
как независимая термодинамическая переменная, фактическое значение кото- 
рой (как функции температуры, поля и т.п.) определяется затем из условия теп- 
лового равновесия — минимумом термодинамического потенциала Гиббса Ф. 

Для описания процессов спонтанной поляризации воспользуемся извест- 
ным из термодинамики дифференциальным соотношением для Ф в предпо- 
ложении ненапряженного кристалла [11] (применяя при этом Гауссову систе- 
му единиц): 


dà - -SdT - l.p, E, 


4л (1 ) 

В этой формуле мы пренебрегли слагаемым ик doy, (где первый сомно- 

житель представляет собой тензор смещений, а второй — тензор напряжений), 

что в нашем случае справедливо, так как мы рассматриваем ненапряженный 
кристалл. 


С учетом соотношения D, = E, + 4aP, перепишем (1), как: 
Е dE, 


4л (2) 
где 5-энтропия, 7-температура, Е.- внешнес электрическое поле, направ- 
ленное вдоль оси Z, Р. — проекция вектора диэлектрической поляризации, р. 
— проекция вектора электрической индукции на ось Z. 
Для того, чтобы записать второе уравнение, примем направление оси СЭ по z. 
Для собственного одноосного СЭ, свободного от механических напряже- 
ний в электрическом поле E., диэлектрические свойства кристалла B направ- 
лениях осей хи у не обнаруживают никаких аномалий, а для исследования 
свойств вдоль оси Z достаточно рассмотреть в термодинамическом потенциа- 
ле только члены, содержащие Р. [11]. Вблизи точки перехода потенциал Ф мо- 
жет быть разложен по степеням Р.. Ввиду экивалентности обоих направлений 
оси <, разложение не может зависеть от знака P., т.е. содержит только четные 
его степени. Ограничиваясь членом 4-го порядка имеем: 


Ф, о =D, + АР? + BP? 


аФ = -5аТ - Р.аЕ, - 


(3) 
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Интегрируя уравнение (2) при 7=const и заданном значении независимой 
переменной Р., находим: 


Ф(Р.,Е,)=Ф,., - E,P, i 


87 (4) 
Подставляя значение d, из уравнения (3) в (4) получаем: 
2 4 Е? 
ФР. В =, ФАР”. + BP, = ЕР. 
8л (5) 


В зависимости от числа, величины и знаков коэффициентов разложения 
(3) форма кривой Фір, сушественно меняется, характеризуя различные IpO- 
цессы, происходящие при ФП [12]. Известно достаточно много моделей, при- 
способленных для описания ФП в различного рода веществах. В частности, 
для одноосного СЭ наиболее известна модель Ландау [11], в которой коэффи- 
циент А предполагается зависящим от температуры по линейному закону с ну- 
лем при критической температуре Т,. Как указано в книге Л.Д. Ландау и E.M. 
Лифшица [11], недостаток этой модели в том, что она неприменима в доста- 
точной близости к точке ФП, и потому для адекеватного описания требуется 
конкретный анализ экспериментальных данных. 

В данной работе для истолкования экспериментальных данных предложе- 
на простая кусочно-линейная модель: 

4 —а, при TST,, 

Re. npu T>T,, (6) 

где вместо может быть подставлена некоторая функция температуры. В 
нашем случае мы предполагаем a=const>0 (рис.1). 

Термодинамический потенциал Ф должен иметь в равновесии минимум 
при заданном £E.. Дифференцируя (5) при постоянном Е., имеем: 

CN 2АР. + ABP? – E, 

OP, (7) 

Приравнивая нулю правую часть уравнения (7) (условие экстремума) по- 
лучаем соотношение между приложенным полем Е. и поляризацией P.: 


E, = 2AP, + 4ВР? (8) 

Рассмотрим поведение функции P(E.) в окрестности Т=Т,, согласно MO- 
дели (6), при условии В>0. При Т2Т,, этот кристалл находится в параэлектри- 
ческой фазе (ПЗФ) (420). Зависимость поляризации Р. от поля E., представ- 
лена на Рис. 26, где функция возрастает монотонно. 

При Т<Т. жидкий кристалл (ЖК) находится в сегнетоэлектрической фазе 
(СЭФ) (4<0). Зависимость Р.(Е.) представляет собой 5-образную характерис- 
тику (рис.2а). Она описывает устойчивые состояния UV и Uü'v', неустойчивые 
ww' и нестабильные uw и u'w'. При возвратно-поступательном движении ONH- 
сывается петля гистерезиса. Соотношение (8) позволяет определить поляризу- 
емость у B точке Е: 
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у - dP, / АЕ, - (2A «12BP?)" (9) 
При Е.=0 из формулы (8) получаем уравнение для определения P.: 


P.(2BP? + A)=0 (10) 
- Для паразлектрической фазы (Т>Т.; А=+ а) уравнение (10) имеет один KO- 
рень P.=0. Подставляя его в формулу для поляризуемости (9), имеем: 


Ж =1/2а)>0; (T>T,); (11) 

Для СЭФ (TXT,; А=-а) уравнение (10) имеет корень Рей, который явля- 
ется нестабильным, что показывает значение второй производной от термоди- 
намического потенциала: 

2 а =24+12ВР? =-2a <0 

a (12) 

В то же время два других корня являются стабильными: приравнивая ну- 

лю выражение в скобках уравнения (10) имеем: 


ры. 
Е 2В 2В (13) 


Подставляя выражение (13) в формулу (9) для поляризуемости, получаем: 

= Hy =1/(-4А) =1/(4а) > 0; (Т<Т,); (14) 

Температурная зависимость поляризуемости у, рассчитанная по предло- 
женной нами модели, представлена на Рис.3. сплошной линией. Пунктиром 
показана поляризуемость в неполяризованных направлениях х и у. 

Поскольку мы рассматриваем кристалл с единственной выделенной осью 
X, вдоль которой наблюдаются сегнетоэлектрические свойства, а две другие 


оси хи у являются параэлектрическими, то во всем рассматриваемом темпе- 
ратурном интервале вдоль этих осей сохраняется значение y=1/(2a). Поэто- 


му, в точке фазового перехода, если двигаться 
от высокой температуры к низкой, мы будем 
наблюдать точку бифуркации тензора диэлект- 
рической восприимчивости: 


АЛ 


CID ПЭФ 

—— X / 

Y 4 00 

о x 0 

5 0 ‘| ot а (15) 


Согласно приведенной теории, отношение 
ЖИ» 
Exec данос «02 Физический смысл преобразования тензо- 
дель температурной за- Ра, представленного на схеме (15) означает, что, 
висимости коэффици- в результате ФП, в изотропной среде с поляри- 
ента А(Т). зуемостью у, описываемой тензором в правой 
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части (15), возникает сегнетоэлектрическая ось в направлении <, которая по- 
нижая симметрию, изменяет квазиоптические свойства среды. 


Сравнение с экспериментом и обсуждение 


В нашей работе [4] мы рассмотрели задачу о нормальном падении элект- 
ромагнитной волны КВЧ-диапазона, излучаемой волноводной антенной на 
поверхность кожи человека, чьи диэлектрические свойства моделировались 
тензором типа (15). В 
этой работе мы получили 
выражение для диффе- 
ренциального коэффици- 
ента (DR) отношения 
мощностей регистрируе- 
мых сигналов, отражен- 
ных от поверхности ис- 
следуемого объекта: 


DR =S} /S?, 


(16) 
| где 5, S,- амплиту- 
2 / 4 
Рис.2. Характеристика зависимости поляризации от ды регистрируемых сиг- 
электрического поля а) в сегнетозлектрической 
фазе б) в параэлектрической фазс;. 


налов. 
Зависимость ОК от 
угла поворота антенны вокруг нормали к поверхности объекта: 


igo-K 


DR(g)-|L i 
(p) 1+ Kig^ o 


(17) 

где L=/,/],— отношение амплитуд падающих волн, K—rj/r; — отношение 
компонент матрицы рассеяния мощности [4] анизотропной среды. Измеряя 
экспериментально значение коэффициента анизотропии 


AF = DR(0)/ ДК(л /2), (18) 
вычисляют K: 


К = 4 АЕ. (19) 


Результаты наших экспериментов показали, что граничное значение коэф- 
фициента анизотропии AF, отличающее норму от патологии, составляет 0,5 дБ 
(12%). В эти пределы укладываются небольшие отклонения, которые могут 
проявляться в здоровом организме. В то же время при наличии патологии зна- 
чения AF наблюдались в интервале 0,5—3,0 nb (12—100%) [1,13,14]. 

Основываясь на наших экспериментальных данных [1,13,14], измерениях 
дифференциального коэффициента отражения АР в акупунктурных точках, и 
сопоставляя их с данными диэлектрической проницаемости є и коэффициен- 
та отражения мощности /, мы получили следующие типичные значения поля- 
ризуемости для нормального (1) и патологического состояния (2) кардиологи- 


ческих пациентов. 
При частоте /-60ГГц — AFz(ryrj^—1,9 (2,8дБ). 
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Погрешность при измерениях составляла 0,15дБ (3%). 


Состояние Коэффициент Электрическая 
пациента отражения поляризуемость 
мощности 
r | z (emr! ex’) 
0,47 (-3,3дБ) 0,95 
0,34 (-4 6дБ) 0,41 


Из данных эксперимента получаем оценку для отношения поляризуемос- 
ти в состоянии нормы | и патологии 2: 

1/2=0,95/0,41=2,3. 

Как видно из расчета, значение, полученное из экспериментальных дан- 
ных, отличается от значения, полученного из теоретической модели 1/2=2 0) на 
15%, что следует признать хорошим совпадением. 


Заключение 


В настоящей работе предложена модель, позволяющая объяснить наблю- 
даемый эффект анизотропии отражения электромагнитной волны КВЧ диапа- 
зона от поверхности кожи в акупунктурных зонах пациентов, больных атеро- 
U^ склерозом и ишемической болез- 
нью сердца. 

Модель основана на термоди- 
" — намической теории фазовых пере- 
ocn Pie TS ходов Ландау для собственных од- 
Е ANE ноосных кристаллов, B качестве 
которых можно представить липи- 
ды плазмы крови, находящиеся в 
жидкокристаллическом состоянии. 
ран Математический анализ моде- 

ли позволил определить электри- 

ческую поляризуемость липида в 

T; T? сегнетоэлектрическом и параэлек- 
Рис.3. Бифуркация диэлектрической поляри- трическом состояниях. 

зусмости в точке фазового перехода. Экспериментальные данные, 

полученные авторами, а также 

взятые из литературы позволили дать численную оценку параметрам модели. 

Определение граничных значений коэффициента анизотропии, отличаю- 
щих норму от патологии., а также успешное использование метода при диа- 
гностике ИБС, свидетельствуют о перспективности практического использова- 
ния дифференциальной КВЧ-рефлектометрии в диагностике атеросклероза. 


ТЕОРЕТИЧНІ ТА ПРИКЛАДНІ АСПЕКТИ ЗАСТОСУВАННЯ ДИФЕРЕНЦІЙНОЇ 
НЗВЧ-РЕФЛЕКТРОМЕТРІЇ В ДІАГНОСТИЦІ АТЕРОСКЛЕРОЗУ 


ТАЛВАНЧЕНКО, В.М.КУЗЬМЕНКО, Т.В.ЗАВАЛЬСЬКА, А.В.1ВАНОВСЬКА, Б.Ф.РУДЬКО 


Запропоновано модель, заснована на термодинамічній тсорй фазових nepe- 
ходів Ландау для одноосьових кристалів, яка дозволяє пояснити ефект анізотропії 
відбиття електромагнітної хвилі НЗВЧ-діапазону, що спостерігався B акупунктурних 
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зонах пацієнтів, хворих на атеросклероз та ішемічну хворобу серця. Отримані експе- 
риментальні дані дають можливість для чисельної оцінки параметрів моделі. 


ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ И ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ДИФФЕ- 
РЕНЦИАЛЬНОЙ КВЧ-РЕФЛЕКТОМЕТРИИ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ АТЕРОСКЛЕРОЗА 


И.А. ИВАНЧЕНКО, В.М. КУЗЬМЕНКО, Т.В. ЗАВАЛЬСКАЯ, А.В. ИВАНОВСКАЯ, 
Б.Ф. РУДЬКО 


Предложена модель, основанная на термодинамической теории фазовых пере- 
ходов Ландау для одноосных кристаллов, позволяющая объяснить наблюдаемый эф- 
фект анизотропии отражения электромагнитной волны КВЧ диапазона от поверхнос- 
ти кожи в акупунктурных зонах пациентов, больных атеросклерозом и ишемической 
болезнью сердца. Полученные экспериментальные данные позволили дать численную 
оценку параметров модели. 
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Abstract: The results of studying the APUD-system’s responses of patient with 
gastroduodenal pathology to treatment by microwave resonance therapy are pre- 
sented. Positive clinical effect was accompanied by multidirectional concentration 
variations of gastrin, secretin, the level of prostaglandins, cyclic nucleotides cAMP 
and cGMP, bombesine, vasoactive intestinal polypeptide, gastroinhibitory 
polypeptide. Hydrochloric acid secretion and pepsin activity were reduced, at the 
same time, proteins and seromucoid concentraions in gastric juice increased. 
Correcting action of mm-range EMR on the system of gastrointestinal hormones 
and the functional state of a human’s systems and organs was ascertained . 


Key words: microwave resonance therapy, diffusive endocrine system, biological- 
ly active substances. 


Несмотря на интерес и активное изучение характера воздействия микро- 
волновой резонансной терапии (МРТ) при различных заболеваниях, остается 
достаточно много вопросов, требующих своего решения и касающихся, в пер- 
вую очередь, расшифровки механизмов формирования системных ответов ор- 
ганизма на лечебное воздействие. 

Одним из таких вопросов является изучение механизмов реализации вли- 
яния электромагнитного излучения (ЕМИ) миллиметрового диапазона на ор- 
ганы и системы организма человека. 

Среди жизненно важных функциональных регуляторных и адаптацион- 
ных систем организма - кроветворной, иммунной, эндокринной, нервной — 
особый интерес представляет так называемая диффузная эндокринная систе- 
ма (ДЭС), более известная в литературе под названием АРОО-система. Ее oT- 
личительной особенностью является отсутствие единого анатомического орга- 
на. Клетки АРОО-системы были выявлены в коже, тканях органов желудоч- 
но-кишечного тракта, а позже - в дыхательной и мочеполовой системе. Эти 
клетки имеют общие эмбриональные источники, общие закономерности в 
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программе развития, а также обладают рядом общих функциональных харак- 
теристик (1-4 ). 

Клетки ДЭС продуцируют биологически активные вещества (пептидные 
гормоны, биогенные амины), оказывающие местные и дистантные нейрозндо- 
кринные влияния на различные органы и системы организма. Среди указан- 
ных соединений следует отметить секретин, бомбезин, гастрин, вазоактивный 
интестинальный полипептид (ВИП), гастроингибиторный полипептид (ГИП), 
гормоны, нейропептиды, простагландины, циклические нуклеотиды. 

Учитывая распространенность клеток ДЭС, количество и свойства выра- 
батываемых ими веществ, нам представляется, что изучение роли и закономер- 
ностей поведения этой эндокринной системы может помочь выяснению био- 
химических механизмов действия ЭМИ мм-диапазона, поскольку, возможно, 
именно эта система обеспечивает формирование основных реакций организма 
в процессе лечения. 


Материалы и методы исследования. 


В качестве одной из клинических моделей для изучения механизмов дей- 
ствия МРТ была избрана язвенная болезнь 12-перстной кишки, заболевание 
широко распространенное, полиэтиологичное, часто диагностируемое и име- 
ющее большое количество осложнений. Мы сознательно оставляем вне сферы 
обсуждения такой несомненно важный фактор этиологии и патогенеза этого 
заболевания, как Compylobacter Pylori, которому в настоящее время придается 
особое значение. 

Все больные были обследованы по программе, включающей инструмен- 
тальные и лабораторные методы исследований. Программа биохимических ис- 
следований включала около 40 параметров, определяемых перед началом ле- 
чения и по его окончанию. Такие соединения как гастроинтестинальные регу- 
ляторные полипептиды и гормоны и циклические нуклеотиды определялись в 
динамике лечения. 

Объектом исследований являлись кровь, желудочный сок и биоптаты сли- 
зистой оболочки желудка. Кровь брали утром натощак и в условиях, близких 
к основному обмену. Плазму для радиоиммунных исследований получали из 
крови, стабилизированной ЭДТА, а в случае определения нейропептидов-- с 
добавлением контрикала. До проведения исследований плазму сохраняли в за- 
паянных ампулах при —20С. Контролем для всех исследований служила донор- 
ская кровь. 

Исходя из особенностей патогенеза исследуемого заболевания и возмож- 
ностей МРТ нормализовать состояние функциональных систем, при проведе- 
нии биохимических исследований отбирали показатели, характеризующие со- 
стояние регуляторных систем. При язвенной болезни наиболее значимы изме- 
нения уровня регуляторных гастроинтестинальных пептидов — бомбезина, 
ВИП, ГИП, секретина и гастрина. 

Исходя из предположения, что МРТ является патогенетическим видом 
лечения язвенной болезни, проводились специальные биохимические исследо- 
вания ульцерогенных “агрессивных” и “защитных” факторов — уровни секре- 
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ТАБЛИЦА 1. Содержание гастроинтестинальных регуляторных пептидов в крови у 
больных язвенной болезнью 12-типерстной кишки в процессе МРТ 


Показатель (единица Группа выздоровевших больных 
измерения, норма) До лечения, исходные | После первого сеанса | После курса лечения 
данные | 
ВИП, пг/мл 42,0+7,2 63,4+10,7* 30,2+8,4** 51,4+10,0 
ГИП, пг/мл 150,0+12,7 51,4+8,0* 413,1+17,2** 180,0+11,5** 
Бомбезин, пг/мл 130,7+18,0 1000,0+37,3* 212,2+10,5** 375,0+40,5** 


ТАБЛИЦА 2. Содержание гастроинтестинальных гормонов в крови у 
больных язвенной болезнью 12-типерстной кишки с различным терапевтическим 
эффектом в процессе МРТ 


Показатели Выздоровление Улучшение | Отсутствие эффекта 
(норма) до лечения | 1 сеанс после до лечения | после до лечения после 
|. | лечения лечения лечения 
Гастрин, пг/мл 127.6 97.3+ 55.8 125.4+ 75.4+ 90.0+ 6.0* 145,6+ 
76,07+5,8 +8.8* TI 97** 7.6* 7,0** 10,2** 
Секретин. пг/мл | 719+ 40.4+ 41.11+ = - 267,7+ 126,8+ 
43,5+10.5 2.48* 10.8** | 15,00** 35.0 27.9** | 


ТАБЛИЦА 3. Содержание циклических нуклеотидов в крови больных яз- 
венной болезни 12-перстной кишки в процессе МРТ 


Группа выздоровевших 


Показатель Норма больных 
до лечения после лечения 


15,05+0,62 20,45+0,87 
3,46+0,31 5,03+0,50 


ЦАМФ, пМ/мл 13,7=1,9 
ЦГМФ,пМ/мл | 3,9+0,7 
ЦАМФЩГМФ 3,51+0,30 


Примечание: 1.В таблицах 1-3 * Р < 0,05 по сравнению с нормой, ** Р < 0,05 по срав- 
нению с показателями до лечения. 2. Группы сравнения включают не менее 30 
обследованных. К 


ции соляной кислоты и активности пепсина в желудочном соке, а также со- 
держание в нем белка и серомукоида. 

Под нашим наблюдением находились 165 больных неосложненными фор- 
мами язвенной болезни двенадцатиперстной кишки, в возрасте от 30 до 50 лет 
с давностью заболевания от 1 до 15 лет. Мужчин было 109, женщин — 56. 
У всех больных заболевание находилось в фазе обострения, эндоскопически у 
них определялись язвенные дефекты в 12-типерстной кишке размером от 0,5 
до 2,5 см. В качестве контроля служила группа практически здоровых лиц ана- 
логичного возраста и пола в количестве 40 человек. 

Клинически болезнь проявлялась острыми или ноющими болями в эпи- 
гастральной области, нередко с иррадиацией в правую или левую подреберную 
области, возникающими натощак и исчезающими после еды, а также тяжес- 
тью в эпигастрии, отрыжкой, тошнотой, изжогой, рвотой. 
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Курс лечения состоял из 7-10 ежедневных сеансов. Для лечения исполь- 
зовали серийные аппараты для МРТ (АМРТ-01, АМРТ-02, Ария 5С - 01, По- 
por-3, IIopor-3M, Порог-НТВ). Лечение проводилось амбулаторно в режиме 
монотерапии по методикам, разработанным в НДЦ "Видгук", предусматрива- 
ющим индивидуальный подбор параметров лечения, в частности частоты из- 
лучения, мощности, зон воздействия, продолжительности сеанса и курса лече- 
ния. В течение курса лечения мы не наблюдали каких-либо осложнений или 
побочных эффектов. Текущий объективный контроль за состоянием и реакци- 
ей организма в процессе лечения осуществляли с помошью цитобиофизичес- 
кой оценки состояния больного. Результаты биохимических исследований об- 
работаны статистически с использованием критерия t Стьюдента. 


Результаты и их обсуждение. 


В результате лечения получен положительный клинический эффект, за- 
ключающийся в улучшении общего состояния больных: нормализации сна, 
повышении работоспособности, возвращении к нормальному режиму пита- 
ния. У 94,5% больных исчезли боли и диспептические явления. У 89,1% исчез- 
ла или существенно уменьшилась болезненность при пальпации в эпигаст- 
ральной области или в месте проекции язвы на брюшную стенку. По данным 
эндоскопического исследования, полное заживление язвенного дефекта в ре- 
зультате проведения полного курса лечения (12-14 дней) наблюдалось y 86,1% 
больных. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что при МРТ происходит 
восстановление баланса факторов “защиты” и “агрессии”. В частности, сни- 
жаются показатели базальной и стимулированной секреции соляной кислоты 
и активности пепсина в желудочном соке, то есть происходит относительное 
уменьшение кислотности желудочного сока, что согласуется с имеющимися 
данными (5). И, напротив, концентрации белка и, особенно серомукоида, уве- 
личились на 15,0% и 57,0%, соответственно. 

Как следует из приведенной выше таблицы, в исходном состоянии у боль- 
ных язвенной болезнью выявлено увеличение концентрации в крови ВИП и 
бомбезина (63,410,7пг/мл и 1000,037,3 пг/мл соответственно), уменьшение 
ГИП (51,48,0 пг/мл) по сравнению с контрольной группой (норма ВИП- 
42,07,2 пг/мл, бомбезина-- 130,718,0 пг/мл, ГИП’— 150,012,7 пг/мл). 

Эти результаты указывают на дезорганизацию нейрогуморальной регуля- 
ции (на уровне слизистой оболочки желудка) в условиях изучаємой гастроду- 
оденальной патологии. 

После проведения курса МРТ соотношение гормональных соединений 
изменилось: концентрации бомбезина и ВИП снизились (51,410,0 пг/мл и 
375,040,5 пг/мл соответственно), а ГИП-- увеличилась до 180,011,5 пг/мл. По- 
казательно, что подобная направленность этих изменений прослеживается уже 
после проведения первого сеанса лечения. Указанная особенность, установ- 
ленная в группах больных с выраженным положительным терапевтическим 
эффектом МРТ, позволяет использовать определение этих регуляторных пеп- 
тидов в качестве прогностических критериев эффективности лечения. 

Что касается гастрина и секретина, то их исходные уровни у больных яз- 
венной болезнью 12-типерстной кишки (127,68,8 пг/мл и 7,192,48 пг/мл coor- 
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ветственно), значительно отличающиеся от нормы (76,075,8 пг/мл и 43,510,5 
пг/мл соответственно), имеют тенденцию к нормализации после курса лече- 
ния (таблица 2). Уровень гастрина, в среднем по группе повышенный, снижа- 
ется при положительном терапевтическом эффекте (55,89,7 пг/мл) и, наобо- 
рот, повышается в группе больных с отсутствием эффекта (145,610,2 пг/мл), 
причем его содержание находится в прямой зависимости от уровня секреции 
соляной кислоты. 

Содержание секретина в крови больных было подвержено высокой дис- 
персии. Так, для группы выздоровевших больных характерны исходно низкие 
базальные концентрации секретина в плазме, которые к окончанию курса ле- 
чения повышаются до нормальных значений (41,1115,00 пг/мл). 

В группе больных с отсутствием положительного результата или непол- 
ным клиническим эффектом отмечена противоположная направленность из- 
менения уровня секретина — базальные уровни (267,735,0 пг/мл), значитель- 
но превосходящие средние исходные значения по группе выздоровевших па- 
циентов, после лечения достоверно снижаются (126,827,9 пг/мл), однако, не 
достигают нормальных величин. Динамика этого показателя также позволяет 
говорить о его прогностическом значении. 

Антагонистическое влияние гастрина и секретина на гастродуоденальную 
зону и разная направленность изменений их концентраций в крови в резуль- 
тате лечения подтверждают предположение о корректирующем действии МРТ, 
В том числе и на систему гастроинтестинальных гормонов. Эти данные, по на- 
шему мнению, следует интерпретировать и с точки зрения возможного непо- 
средственного влияния МРТ на патогенетические звенья язвенной болезни. 

В отношении уровней циклических нуклеотидов, в частности ЦАМФ и 
цГМФ, было обнаружено их увеличение у больных с хорошим терапевтичес- 
ким эффектом лечения и полным заживлением язвенного дефекта (таблица 3), 
что согласуется с биологической ролью указанных соединений в процессах ре- 
генерации тканей. 

Обобщая и анализируя полученные результаты, необходимо отметить, в 
первую очередь, сушественный терапевтический эффект МРТ при язвенной 
болезни 12-типерстной кишки, который несомненно патогенетически взаимо- 
связан с выявленной нормализацией нарушенного метаболического гомеоста- 
за. Особенно примечателен тот факт, что для действия ЭМИ миллиметрового 
диапазона характерны неоднонаправленные изменения различных параметров 
внутри отдельных биохимических систем (ДЭС, местные факторы “агрессии” 
и “защиты”, система циклических нуклеотидов), которые, тем не менее, инте- 
грируясь, инициируют подключение ведущих механизмов саногенеза при Tac- 
тродуоденальной патологии. Быстрый ответ со стороны показателей ДЭС по- 
сле первого сеанса МРТ подчеркивает универсальность подобных реакций, от- 
меченных для многих эндогенных биологически активных соединений и ха- 
рактеризующих принципиальные преимущества данного вида терапии перед 
другими медицинскими технологиями (6). В то же время это обстоятельство 
открывает перспективы для использования этих показателей в качестве кон- 
трольных критериев эффективности лечебного использования ЭМИ миллиме- 
трового диапазона. 
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